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1. Einleitung 
1.1 Über den Apfel 
Die Herkunft des Apfels ist weitgehend unbekannt. Es wird vermutet, dass er aus 
dem mittelasiatischen Raum, zwischen dem Kaspischen und Schwarzen Meer 
stammt. Von dort aus verbreitete er sich im Verlauf vieler Jahrhunderte über die 
Kontinente [Brown, 1975]. Der Erfolg bei der Verbreitung des Apfels liegt in seinen 
geringen klimatischen  Ansprüchen. Er gedeiht in gemäßigten Klimazonen wie 
Mitteleuropa, aber auch in Russland oder China, wo es durch das 
Kontinentalklima im Winter extrem kalt werden kann. Der Apfel kann dort 
angebaut werden, da er sogar Temperaturen von –40 °C überlebt. Am besten 
gedeiht er in Regionen, in denen es mindestens zwei Monate im Jahr friert. In 
solchen Regionen, wie z.B. in Deutschland, ist der Anbau von Apfelbäumen sehr 
erfolgreich. Je nach Sorte variieren die Kälteansprüche. Der heute kultivierte 
Apfel, Malus domestica stammt von dem Holzapfel Malus sylvestris ab und gehört 
zu den Rosaceen. Durch Kreuzungen verschiedener Stämme wurden die 
Fruchtgröße und Geschmack schon zur Zeit der Römer verbessert. Seine 
Bedeutung als gesundes Nahrungsmittel ist schon früh dokumentiert. So war z.B. 
bei den Ägyptern der Apfel ein Grundnahrungsmittel, das täglich verspeist wurde 
[online Referenz Nr. 1]. 
In den alten Kulturen spielt er nicht nur als Nahrungsmittel, sondern auch in der 
Symbolik eine wichtige Rolle. Er ist Symbol der Erde, des Lebens, der Liebe und 
der Fruchtbarkeit. Weiterhin soll der Apfel die Weltgeschichte stark beeinflusst 
haben. Adam und Eva wurden, nachdem sie von „der einen Frucht“ gegessen 
hatten, aus dem Paradies verbannt. Obwohl in modernen Übersetzungen der 
Bibel nicht mehr vom Apfel geschrieben wird, gilt immer noch er als die verbotene 
Frucht im Paradies, die einem nach dem Verzehr die Augen öffnet [1. Buch 
Moses, Kapitel 3]. Ebenfalls auf den Apfel geht die Gründung des römischen 
Reiches zurück. Die Göttin Eris war als einzige nicht auf einer Hochzeit 
eingeladen und wollte Zwietracht unter den anderen Göttinnen säen. Daher 
sandte sie einen Apfel, der als Symbol der schönsten Göttin übergeben werden 
sollte. Als Vermittler wurde Paris, der Prinz von Troja, eingesetzt. Er gab ihn 
Aphrodite, die ihm im Gegenzug bei der Gewinnung des Herzens von Helena half. 
Durch die Unterstützung der Aphrodite gelang es Paris, Helena aus Sparta zu 
Einleitung   2 
entführen. Die Reaktion der Spartaner führte zu den Trojanischen Kriegen und die 
Nachkommen von Flüchtlingen aus Troja sollen dann letztendlich das römische 
Reich gegründet haben. 
Im späten Mittelalter diente der Apfel in Form des Reichsapfels als Symbol der 
Macht [Online Referenz Mythos Nr. 2]. Auch in der heutigen Zeit ist der Apfel 
immer noch ein Symbol für Gesundheit. Gerade die roten Seiten der Äpfel werden 
gerne mit „roten Bäckchen“ bei Kindern verglichen. Und auch im Volksmund ist 
der Reim: „An apple a day keeps the doctor away“ weit verbreitet. Diese Rolle wird 
dem Apfel nicht ohne Grund zugeordnet. Er beinhaltet sehr viele wichtige 
Inhaltsstoffe wie Vitamine, Mineralien und Spurenelemente. Die jeweiligen 
Mengen dieser Stoffe sind nicht extrem hoch, aber der ausgewogene Gehalt 
dieser Substanzen macht den Apfel so gesund. Weiterhin enthält der Apfel die 
meisten der bisher bekannten sekundären Pflanzenstoffe wie Phenole und 
Karotine. Bestimmte Phenolverbindungen schützen vor Thrombose, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, Krebs oder hemmen Bakterien und Viren. Die Karotine 
schützen die Haut vor UV-Schäden, reinigen die Arterien, wirken stimulierend auf 
das Immunsystem und schützen das Gewebe vor Krebs. Weiterhin ist der hohe 
Anteil von Fructose beim Gesamtzuckergehalt des Apfels gut für die 
Konzentration. Die Fruchtsäuren werden bei der Verdauung in Basen 
umgewandelt und schützen vor der Übersäuerung des Gewebes. Die Apfelsäure 
zerstört Ansammlungen von Harnstoff und wirkt so Rheuma und Gicht entgegen 
[Online-Referenz Nr. 3].  
Auf Grund seiner gesunden Inhaltsstoffe und auch seines guten Geschmacks ist 
der Apfel ein sehr beliebtes Nahrungsmittel. Die Hauptproduzenten in den 
achtziger Jahren waren die ehemalige Sowjetunion, China und die USA. In Europa 
wird der Apfel vornehmlich in Frankreich, Deutschland und Italien angebaut. Die 
Welternte lag in dieser Zeit bei 41 Mio. Tonnen pro Jahr.  
Im Jahr 2001 wurden in den USA ca. 4,3, in China 20 und in Europa 7,5 Mio. 
Tonnen Äpfel geerntet [Online Referenz Nr. 4]. Das Ausmaß der Ernte ist stark 
vom Wetter abhängig. Durch Fröste und Unwetter mit Hagel während der Blüte, 
sowie feucht-warmes Wetter, das die Pflanzenpathogene fördert, kann die 
Erntemenge reduziert werden. In Deutschland lag die Ernte im Jahr 2002 auf 
Grund von Frösten und Hagel während der Blüte mit 729.400 Tonnen um 20% 
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niedriger als im Jahr 2001, wo 922.400 Tonnen geerntet werden konnten [Online 
Referenz 5]. 
Die weltweit wirtschaftlich wichtigsten durch Mikroorganismen verursachten 
Krankheiten sind Mehltau (Podosphaera leucotricha), Feuerbrand (Erwinia 
amylovora) und Apfelschorf (Venturia inaequalis), wobei der Apfelschorf die 
wirtschaftlich bedeutendste Obstkrankheit überhaupt ist. Diese Krankheit führt zur 
Reduktion der Blattmasse, Qualitätsminderung der Früchte, vorzeitigem Fruchtfall 
und Fäulnisbildung. Durch die Verwundungen, die der Schorf auf den Früchten 
verursacht, können andere fäulniserregende Mikroorganismen in den Apfel 
gelangen und so im Lager Verluste von mehr als 70% verursachen [Biggs & 
Hickey, Online Referenz Nr. 6]. 75% der Fungizidbehandlungen im Apfelanbau 
sind gegen Venturia gerichtet. 
Neben den Mikroorganismen gibt es zahlreiche wirtschaftlich bedeutende 
Schadinsekten wie die Bohrfliege (Rhagoletis pomonella), die Apfelbaum-
gespinstmotte (Cydia pomella), die Mehlige Apfellaus (Dysaphis plantaginea), den 
Apfelblütenstecher (Anthonomus pororum), den Apfelwickler (Laspeyresia 
pomella), die Apfelsägewespe (Holocampa minuta), den Sommerapfelblattsauger 
(Psylla costalis), Blattläuse, Grashüpfer und Milben [Mills & Laplante, 1951]. 
Weitere Schäden an den Bäumen können durch Nagetiere wie Wühlmäuse und 
Kaninchen entstehen.      
 
1.2 Venturia inaequalis, der Erreger des Apfelschorfs 
Schorf ist eine allgemeingültige Symptombezeichnung im Pflanzenbau. Mit diesem 
Begriff wird ein Krankheitsbild beschrieben, bei dem oberflächennahe rissig-raue 
Wundstellen auftreten. Solche Symptome sind neben dem Apfel z.B. auch an 
Birnen, Kartoffeln und Feuerdorn bekannt. 
Die Gattungsbezeichnung Venturia erfolgte im Jahre 1844 zu Ehren des 
italienischen Botanikers und Pilzforschers Antonio Venturi [Lohrer, 1997, Online 
Referenz Nr. 7]. Die Bezeichnung der Art mit „inaequalis“ geht auf die 
charakteristisch unterschiedliche Größenausbildung der zweizelligen Ascosporen 
zurück. Im Jahre 1819 wurde erstmals über das Auftreten von Apfelschorf 
berichtet. 
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Systematisch ist Venturia den Ascomyceten zugeordnet. Dort ist er in der 
Unterklasse der Loculoascomycetes zu finden. Weiter gehört er in die Ordnung 
der Pleosporales und dort zur Familie der Venturiaceae [Agrios, 1997]. Die 
Gattung Venturia umfasst ein Reihe von phytopathogenen Erregern, die alle 
Schorfkrankheiten hervorrufen, wie der Apfelschorf (V. inaequalis), der 
Birnenschorf (V. pirina) und der Kirschschorf (V. cerasi). 
Der Pilz tritt in zwei verschiedenen Erscheinungsformen auf, zum einen in der 
telomorphen Form Venturia inaequalis, die saprophytisch lebt, überwintert und die 
Primärinfektion im Frühjahr verursacht und in der anamorphen Form (Spilocea 
pomi), die parasitisch lebt und die klassischen Schadsymptome hervorruft. 
Der Apfelschorf ist ein spezifisches Pathogen und somit nur auf seinem Wirt dem 
Apfel (Malus sylvestris) und anderen Malus-Arten zu finden. Dabei ist nicht jede 
Sorte gleich anfällig für diesen Pilz. Die sogenannten Re-Sorten gelten als 
resistent. Dies sind z.B.: Florina, Pilot, Reander, Rebella, Reglindis, Remo, Resi, 
Retina, Rewena, Topaz, Lochbuie [Online Referenz Nr. 8]. Als suszeptibel gelten 
die Sorten Golden Delicious, Delicious und Granny Smith, hochsuszeptibel sind 
die Sorten Jonagold, Spigold und Jerseymac. 
Venturia inaequalis ist in der Lage, alle oberirdischen Teile des Apfelbaums, die 
nicht verkorkt sind, zu befallen. Dies sind Blatt- und Blütenknospen, Laubblätter, 
Früchte, Kelchblätter und andere Blütenteile. Ein Befall junger Triebe ist beim 
Apfelbaum, im Gegensatz zur Birne, selten und sortenabhängig. An allen 
befallenen Organen können sich Symptome zeigen. Die ersten Symptome am 
Blatt sind meist auf der Unterseite zu finden, da diese Stellen im Frühjahr als 
erstes zum Vorschein kommen und befallen werden können. Später ist dann der 
Befall am ganzen Blatt zu erkennen. Der Pilz sporuliert bereits, wenn erste 
Läsionen auf den Blättern zu erkennen sind. 
Die makroskopischen Symptome des Schorfs sind matt-olivgrüne Läsionen, die 
später braune oder schwarze Flecken mit dem Durchmesser 0,5-1,0 cm bilden. 
Diese Flecken verschmelzen im Verlauf der Krankheit und vertrocknen schließlich. 
Zunächst sind diese Flecken noch verschwommen, aber im weiteren Verlauf 
grenzen sie sich immer mehr ab. Wächst ein befallenes Blatt weiter, kann es 
durch diese Läsionen zu Deformationen kommen. Dies tritt sehr häufig auf, da 
junges Gewebe von Blättern und Früchten besonders anfällig gegen den 
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Schorfbefall ist. Die Symptome auf den Früchten sind ähnlich denen auf dem Blatt, 
wobei sie meist etwas dunkler sind. In diesen Flecken bilden sich sehr häufig 
Risse, die als Eintrittspforten für Fäulniserreger dienen. Die Gefahr besteht darin, 
dass späte Infektionen im Sommer oder Herbst erst während der Lagerung zu 
erkennen sind. Diese Symptome sind unter dem Namen „pin-point-scab“ bekannt, 
da sie kreisförmige, schwarzgefärbte Läsionen bilden, die einen Durchmesser von 
0,1-4 mm aufweisen und mit der Zeit Risse in der Kutikula der Äpfel verursachen. 
 
1.3 Biologie des Apfelschorfs 
Die Primärinfektion erfolgt durch Ascosporen im Frühjahr, sobald die ersten 
grünen Spitzen an den Apfelbäumen zu sehen sind. Liegt eine Ascospore auf 
einem Blatt, keimt sie aus und bildet am Ende des Keimschlauchs meistens ein 
Appressorium. Es wurde auch schon beobachtet, dass der Pilz ohne die Bildung 
eines Appressoriums das Apfelblatt infizieren kann. Durch mechanische und 
enzymatische Penetration gelangt der Pilz dann unter die Kutikula. Für die 
Infektion ist ein Wasserfilm auf dem Blatt nötig. Wie lange der Wasserfilm für eine 
erfolgreiche Infektion vorhanden sein muss, ist von der Temperatur abhängig. 
Prinzipiell gilt: je kälter es ist, umso länger muss Blattnässe vorhanden sein, um 
eine Penetration zu ermöglichen. Ein genauer Zusammenhang zwischen 
Temperatur, Blattnässe und  Infektion wurde von Mills 1944 erarbeitet. 
Weitergehende Studien darüber wurden von MacHardy und Gadoury 1989 
veröffentlicht. Untersuchungen von Nusbaum und Keitt [1938] und Fisher und 
Corke [1971] zeigten, dass die Dicke der Kutikula Einfluss auf die Penetration hat. 
So sollen junge Blätter und die roten Seiten der Äpfel auf Grund einer dünneren 
Kutikula suszeptibler sein. Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu den 
Aussagen von Johnstone [1931] und auch Valsangiacomo und Gessler [1988] 
konnten dies nicht bestätigen. Generell kann gesagt werden, dass 24 Stunden 
nach der Inokulation der Pilz die Kutikula penetriert und eine primäre Hyphe 
gebildet hat. In dieser Zeit ist eine Bekämpfung des Pilzes mit 
Pflanzenschutzmitteln möglich. Bis auf das Fungizid Baycor (Bayer Cropscience, 
Monheim), ein systemisch wirkendes Triazol,  sind alle momentan zugelassenen 
Fungizide gegen Schorf Kontaktfungizide. Alle zur Zeit erhältlichen Substanzen 
wirken protektiv. Einige wenige sind in der Lage, begonnene Infektionen zu 
Einleitung   6 
bekämpfen [Agrios, 1997]. Baycor inhibiert die Sterolsynthese und hemmt so den 
Zellwandbau. Die übrigen Fungizide stammen aus verschiedenen 
Wirkstoffgruppen, wie Strobilurine, Polyfluanide und Phtalimide. Die Strobilurine 
wirken sporulations- und keimungshemmend. Sie greifen in die Atmungskette ein, 
indem sie am Cytochrom b binden und so die Respiration hemmen. Der große 
Nachteil dieser Wirkstoffklasse ist die „single-side-activity“. Dadurch ist es dem 
Pilz möglich, recht schnell resistent gegen den Wirkstoff zu werden. Die 
Polyfluanide sowie die Phtalimide greifen an mehreren Stellen in den 
Pilzstoffwechsel ein. Dadurch ist Resistenz für den Pilz schwerer zu etablieren. 
Diese Fungizide reagieren mit SH-Gruppen und hemmen so die Keimung und die 
Sporulation. Ist der Pilz durch die Kutikula eingedrungen, wächst sein Mycel 
zwischen dieser und den Epidermiszellen. Das verzweigte Mycel ist zunächst sehr 
hell, verfärbt sich dann aber bräunlich dunkel. An den ersten Läsionsstellen, die 
nach 1-3 Wochen sichtbar sind und „Frühschorf“ genannt werden, durchbricht der 
Pilz wieder die Kutikula und bildet rotbraune Konidiosporen (Abb. 1). Diese 
Konidien sind keulenförmig und zumeist einzellig, können aber auch durch eine 
Septierung zweizellig werden. Durch Regen und Wind werden die Konidien 
verbreitet. So kommt es zur Sekundärinfektion („Spätschorf“), durch die weitere 
Blätter befallen werden. Im Gegensatz zu den Ascosporen dienen die Konidien 
nicht dazu, den Pilz über große Entfernungen zu verbreiten. Die 
Sekundärinfektionen finden zum größten Teil in dem Baum statt, von dem die 
Konidien stammen. Die Konidien bilden ebenso wie die Ascosporen ein 
Appressorium und penetrieren die Kutikula mechanisch und enzymatisch.  
10µm 10µm10µm
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darunterliegende Pallisaden- und Mesophyllparenchym zeigt zu diesem Zeitpunkt 
Symptome. Selbst in diesem Stadium ist der Pilz nur subkutikulär zu finden. Die 
Schäden an den Geweben werden durch den Entzug von Nährstoffen und 
sekretierte Enzyme verursacht [Agrios, 1970]. Durch das etablierte Mycel werden 
Konidiophoren gebildet, an deren Enden sich große Mengen Konidien 
abschnüren, die dann durch Regen abgewaschen und im Baum verteilt werden 
können. Gelangen sie auf ein Blatt, infizieren sie nach dem gleichen Mechanismus 
wie die Ascosporen und bilden neues Mycel und Konidien. Im Sommer ist die 
Schorfgefahr auf Grund der trockeneren Bedingungen geringer als im Herbst, wo 
es zu Spätinfektionen kommen kann, deren Symptome erst im Lager zu 
entdecken sind (Lagerschorf).  
 
Abb.2: Lebenszyklus von Venturia inaequalis, dem Erreger des Apfelschorfs. Die Primärinfektion 
findet im Frühjahr durch Ascosporen statt. Durch Konidien kommt es im Sommer zu mehreren 
Sekundärinfektionen. Im gefallenen Laub findet die Überwinterung und Ausbildung der 
Pseudothecien statt. Nach Agrios [1970]. 
 Nach dem Blattfall im Herbst wächst der Pilz in das tote Blatt hinein. Treffen zwei 
Hyphen unterschiedlichen Paarungstyps zusammen, kommt es zur sexuellen 
Vermehrung, in der die männlichen Kerne aus dem Antheridium durch die 
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Trichogyne in das Ascogon geleitet werden (Plasmogamie). Nach der Befruchtung 
bilden sich Pseudothecien, in denen bitunikate Asci enthalten sind. Die Bildung 
der Pseudothecien findet im Frühjahr statt. Die Ascosporen werden normalerweise 
im Februar gebildet. Sie reifen dann Ende März bis April und können mit dem 
Öffnen der ersten Knospen an den Apfelbäumen ausgeschleudert werden. Die 
äußere Schicht der Asci ist dünn und nicht elastisch (Ectotunica). Die innere Wand 
ist dick und elastisch (Endotunica). Sie ist mit einem Porus versehen, durch den 
die reifen Sporen ausgeschleudert werden können. Der Sporenausstoß erfolgt 
nach dem „Jack-in-a-box“ Prinzip.  
Die reifen Asci haben eine dunkelbraune bis olivgrüne Pigmentierung, sind 
multizellulär und beinhalten 8 zweizellige Ascosporen. In einem Pseudothecium 
sind ca. 50-100 unterschiedlich große Asci zu finden (Abb. 3).  
 10µm 10µm
Abb.3: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen von Ascosporen von Venturia inaequalis bei 200-
facher Vergrößerung. A: Ascosporen in einem Ascus, B: freie Ascosporen.  
Wenn das Wetter im Frühjahr das Austreiben der Apfelbäume ermöglicht, reifen 
die Ascosporen. Der Zeitpunkt der Sporenreifung ist nahezu immer mit dem 
Aufbrechen der ersten Blattknospen der Apfelbäume identisch. Es reifen nie alle 
Ascosporen eines Pseudotheciums gleichzeitig. Dadurch hat der Pilz die 
Möglichkeit, über eine längere Zeit Ascosporen freizusetzen, falls nach einem 
Sporenausstoß keine Infektion stattgefunden hat. Wenn die Blätter durch Regen 
befeuchtet werden, kommt es zum Ausschleudern der Sporen, die sich dann 
durch Wind verbreiten. So wurden Ascosporen von Venturia inaequalis in Höhen 
von 10.000 m gefunden. Dies zeigt, dass die Sporen durch den Wind weit 
getragen werden können und somit Infektionen in großer Distanz zum Ort des 
Sporenausschleuderns verursachen können. Die Ascosporen sind somit auch für 
die überregionale Verteilung des Pilzes verantwortlich. Der Vorgang des 
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Ausschleuderns findet fast ausschließlich bei Tag statt. Licht der Wellenlänge 710-
730 nm hat dabei einen stimulierenden Effekt. Dunkelrotes Licht hingegen hemmt 
das Ausschleudern [Hirst und Stedman, 1962; Brook, 1966, 1969; Gadoury et al., 
1996; 1998]. Landen die Ascosporen auf einem Apfelblatt oder einer Apfelblüte, 
kann bei entsprechenden Witterungsbedingungen eine Infektion stattfinden. 
Neben der Primärinfektion durch Ascosporen wird seit einiger Zeit auch die 
Möglichkeit der Primärinfektion durch Konidien, die von in Trieben überwintertem 
Mycel gebildet worden sind, diskutiert [Moosherr und Kennel, 1995]. Dies wurde 
auch schon 1926 von Keitt und Jones beobachtet, die herausfanden, dass dieses 
Phänomen sortenabhängig ist und nur in Regionen mit bestimmten klimatischen 
Bedingungen auftritt. Auch das Überwintern des Pilzes in den Schuppenblättern 
der Blüte wurde schon beobachtet [McKay, 1938]. Daher wurde von Jones und 
Sutton [1997, Online Referenz Nr. 9] ein Diagramm veröffentlicht, das diese 
Möglichkeit mitbeinhaltet (Abb. 4). 
 
Abb.4: Infektionszyklus des Apfelschorferregers Venturia inaequalis. Neben der Primärinfektion 
durch Ascosporen, im dunkelgrauen Kreis dargestellt, ist auch die Möglichkeit der Primärinfektion 
durch Konidien berücksichtigt (hellgrauer Kreis). Nach A.L. Jones und T.B. Sutton [1997] 
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1.4 Pflanzenschutz  
Ohne eine Bekämpfung des Schorfs  ist weder ein konventioneller noch ein 
ökologischer Apfelanbau wirtschaftlich möglich. Daher wird viel Geld in 
Fungizidmaßnahmen gegen Venturia investiert, weltweit ca. 100 Mio. Euro·Jahr-1, 
womit der Apfelschorf die weltweit bedeutendste Krankheit im Obstbau ist. In der 
heutigen Zeit versucht man zunehmend, den Fungizideinsatz auf ein Minimum zu 
beschränken. Um dies zu erreichen, findet der integrierte Pflanzenschutz 
Anwendung. Das Grundprinzip des integrierten Pflanzenschutzes ist es, durch 
Anbautechnik, Düngung, sowie Monitoring vom Pathogenaufkommen, den 
Fungizideinsatz auf ein Minimum zu reduzieren. Um dies zu erreichen, ist es 
wichtig, die genauen Infektionsbedingungen des Schorfs zu kennen, um danach 
eine Risikoabschätzung durchführen zu können. Durch dieses Wissen ist es 
möglich, den Erreger in seinen frühen Entwicklungsstadien zu identifizieren und 
effektiv zu bekämpfen. Für den Apfelschorferreger sind dazu viele 
Untersuchungen durchgeführt worden. Schon Ende des 19 Jhd. befasste sich 
Aderhold [1896] intensiver mit dem Pilz und den Auswirkungen der Krankheit. Er 
erkannte die möglichen Auswirkungen auf den Obstbau und recherchierte nach 
den damals bekannten Informationen über diese Krankheit. Zu dieser Zeit war der 
Pilz unter dem Namen Fusicladium oder Cladisporium dendriticum bekannt. Durch 
Aderhold wurde die Forschung über Venturia eingeleitet. Im Jahre 1906 wurde 
schon durch das kaiserliche Gesundheitsamt zum „Kampf gegen die Fusicladien“ 
aufgerufen [Frank, 1901]. Ein entscheidender Durchbruch in der Bekämpfung des 
Apfelschorfs gelang 1944 Mills, der die genauen Zusammenhänge zwischen 
Temperatur und für eine Infektion benötigte Blattnassdauer in einer Tabelle 
zusammenfasste. Auf Grund dieser Tabelle waren erste Prognosen möglich. Erst 
1989 wurde diese Tabelle von MacHardy und Gadoury überarbeitet. Mills bezog 
sich in seiner Tabelle rein auf den Regen und die Blattnässe, während MacHardy 
und Gadoury auch den Faktor Licht berücksichtigten, denn der größte Teil der 
Ascosporen wird nur während der Lichtperiode ausgeschleudert. Mills ging davon 
aus, dass die Sporen sofort bei Regenbeginn freigesetzt würden. Daher gibt es 
nach der Mills`schen Tabelle mehr mögliche Infektionszeitpunkte. Regnet es z.B. 
nachts um ein Uhr und die Blätter sind bis elf Uhr nass, dann sind dies, nach Mills, 
neun Stunden, die für eine Infektion ausreichen. Das neuere Modell zieht die Zeit 
der Blattnässe im Dunkeln ab. Damit verkürzt sich die Blattnassdauer auf ca. drei 
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Stunden, die für eine Infektion nicht ausreichend wären. Eine Bekämpfung ist 
somit nach MacHardy und Gadoury nicht nötig. Auf Grund der heutigen 
Erkenntnisse wird für die Prognosemodelle die Tabelle von MacHardy und 
Gadoury eingesetzt. Dabei ist es aber generell von dem Anbaugebiet und der 
Klimalage abhängig, welches Modell das Bessere ist. Liegt ein geringes 
Sporenpotential vor, dann ist es sinnvoller, das Modell von MacHardy und 
Gadoury zu nutzen, da nachts nur extrem wenige Sporen freigesetzt werden, die 
kein großes Risiko für die Apfelproduktion sind. Liegt ein großes Sporenpotential 
vor, kann der Anteil der Sporen, die nachts freigesetzt werden, durchaus eine 
starke Infektion in der Plantage bewirken. In diesen Situationen sollte man auf die 
Tabelle nach Mills setzen, da sie die nachts freigesetzten Sporen berücksichtigt. 
Somit ist es unbedingt notwendig, zur sinnvollen und effektiven Nutzung der 
Tabellen in Prognosemodellen das Sporenpotential empirisch zu erfassen. 
Ansonsten wird im Falle des Modells nach Mills zuviel Fungizid eingesetzt und 
durch die Berechnung nach MacHardy werden entscheidende Infektionen nicht 
bekämpft. 
Durch anbautechnische Maßnahmen kann einiges getan werden, um das 
Infektionsrisiko im Frühjahr zu senken. Ein lockerer Kronenschnitt fördert das 
schnellere Abtrocknen der Blätter und verhindert so lange Blattnasszeiten. 
Weiterhin ist es ökologisch, keine regenwurmschädigenden Kupferpräparate 
einzusetzen. Diese Tiere ziehen die Blätter in den Boden und verhindern somit ein 
Freisetzen der Sporen aus dem Laub des Vorjahres. Eine Verringerung der 
möglichen Sporenmenge kann ebenso durch das Aufbringen einer 5% 
Harnstofflösung erreicht werden, da so der Zersetzungsprozess der Blätter 
beschleunigt wird. Auch ein Entfernen und Vernichten der abgefallenen Blätter 
reduziert die Anzahl der freizusetzenden Sporen.  
Die Vermeidung von Primärinfektionen beugt den im Verlauf der weiteren 
Vegetationsperiode Sekundärinfektionen durch Konidien vor. Spritzungen können 
so vermieden werden. Schon der Phytopathologe Gary Grove stellte 1997 fest: 
„It`s easier to get handle on one spore than 100.000“. 
Nachdem eine Infektion stattgefunden hat, wird der Baum durch Konidien 
sekundär weiter infiziert. Die Bedingungen für eine Konidieninfektion sind ähnlich 
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denen für Ascosporen. Im Gegensatz zu den Ascosporen genügt den Konidien 
jedoch auch Nebel als Feuchtigkeitsquelle. 
Heutzutage werden Schorfprognosen automatisch von Prognoseprogrammen 
gestellt. Sie benötigen Wetterdaten von der Temperatur, der Regenmenge und der 
Blattnässe und errechnen daraus im Bezug auf die Tabelle von MacHardy und 
Gadoury, ob eine Infektion möglich ist oder nicht. Entsprechend dieser Daten gibt 
das Programm eine Spritzempfehlung aus. Obwohl dem Sporenpotential eine 
wichtige Bedeutung zukommt, wird es in den Berechnungen nicht berücksichtigt. 
Die relevanten Unterschiede in den Tabellen von Mills und MacHardy können 
ohne quantitative Bestimmung der Sporenanzahl nicht in die Prognose 
einbezogen werden. Je nach Sporenpotential kommt es so zu falschen oder 
fehlenden Spritzempfehlungen.  
  
1.5 Biosensoren 
Als Biosensor wird ein Messgerät bezeichnet, bei dem eine biologische 
Komponente, wie Antikörper oder Mikroorganismen, mit einer technischen 
Komponente gekoppelt ist. Die technische Komponente dient als Signalwandler, 
um biologische Vorgänge messbar zu machen.  
Die Idee, biologische Systeme zum Messen oder zur Detektion zu nutzen, ist 
schon sehr alt. Frühe „Biosensoren“, die noch ohne technische Komponente 
auskamen, waren z.B. Singvögel, die in Bergwerksstollen als Warnsystem vor 
Kohlendioxid eingesetzt wurden. Heutige Biosensoren nutzen spezielle 
biologische Interaktionen wie die Verbindung zwischen Antikörper und Antigen.  
Der Sensor, der in diesem Projekt entwickelt werden soll, basiert auf eben dieser 
Interaktion zwischen Antikörper und Antigen. Als technische Komponente soll ein 
Schwingquarz dienen, auf dem spezifische Antikörper immobilisiert sind. Dieser 
Quarz schwingt mit einer konstanten Frequenz, die proportional zu seiner Masse 
ist. Ändert sich die Masse des Quarzes, so ändert sich auch seine 
Schwingfrequenz. Eine solche Differenz kann gemessen und visualisiert werden. 
Durch die Antikörper lagern sich nur entsprechende Antigen-tragende-Objekte an 
und so wird die hohe Spezifität des Sensors erreicht.  
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In der hier vorliegenden Arbeit geht es um die Entwicklung eines Biosensors, 
durch den der Ascosporenflug von Venturia inaequalis detektiert werden kann. An 
diesem interdisziplinären Projekt sind vier Institute der RWTH und die Firma 
ARGUS-monitoring (Alsdorf-Hoengen) beteiligt, in denen drei Doktoranden und 
eine Technische Angestellte an diesem Sensor arbeiten. Projektleiter ist Herr Prof. 
Dr. Andreas Schäffer, Leiter des Institutes für Umweltanalytik. Die Entwicklung des 
Sensors ist in drei Teilgebiete aufgeteilt, die von je einem Doktoranden bearbeitet 
werden. Diese Teile des Projektes sind  
1: die Bereitstellung hochreiner Ascosporen für die Immunisierung und 
Charakterisierung eines Antigens auf der Sporenoberfläche  
2: die Herstellung der spezifischen Antikörper und optimierter Antikörperfragmente   
3: die Immoblisierung der Antikörper auf einem Quarz.   
Durch die vorliegende Arbeit wird in Zusammenarbeit mit dem Institut für 
Pflanzenphysiologie der Teilbereich 1 des Projektes abgedeckt. Dipl. Biol. Markus 
Ribbert arbeitet im Institut für Molekulare Biotechnologie an der Entwicklung der 
Antikörper und Dipl. Chem. Markus Gruber ist im Institut für Biotechnologie für die 
Immobilisierung der Antikörper auf dem Schwingquarz und die Entwicklung der 
technischen Komponente verantwortlich. 
Für unseren Sensor diente Venturia inaequalis als Modellorganismus. Eine große 
Problematik bei spezifischen Sensoren stellt das Verhältnis zwischen Signal und 
Hintergrundrauschen dar. Um dieses Verhältnis zu Gunsten des Signals zu 
verschieben, ist Venturia ausgewählt worden. Durch die Fähigkeit des Pilzes, 
seine Sporen auszuschleudern und somit gegen den Sensor zu schleudern, steigt 
die Signalstärke deutlich an. Hintergrundsignale durch andere Sporen oder Staub, 
die nicht gegen den Sensor schleudern,  werden so verringert.  
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Abb.5: Grundprinzip des spezifischen Biosensors für Venturia. Die von einem Referenzblatt 
ausgeschleuderten Ascosporen interagieren mit den immobilisierten Antikörpern auf dem 
Pathosensor. Die technische Komponente dieses Sensors ist ein Schwingquarz, dessen 
Schwingfrequenz proportional zu seiner Masse ist. Durch die Sporen ändert sich die Masse des 
Sensors und somit die Frequenz, was mittels eines Oszillators gemessen werden kann. Die 
Messwerte können dann zu einer Auswertstation gefunkt werden, die dann eine Schorfwarnung 
ausgibt. Abbildung durch das Projektteam Pathochip 
Der Grundgedanke des Sensors ist ein mit Venturia spezifischen Antikörpern 
beschichteter piezoelektronischer Kristall, der in der Plantage über ein 
Referenzblatt positioniert werden soll. Das Blatt ist denselben 
Witterungsbedingungen ausgesetzt wie die Blätter in der Plantage. Kommt es nun 
zu einem Freisetzen der Sporen, werden die des Referenzblattes gegen den 
Schwingquarz geschleudert. Dort bleiben sie an den Antikörpern hängen, wodurch 
es zu einer Massenänderung des Kristalls kommt, die gemessen werden kann. Je 
mehr Sporen ausgeschleudert werden und an dem Quarz haften bleiben, desto 
größer ist seine Masse und somit auch die Frequenzänderung. Durch die 
Quantifizierung der Frequenzänderung kann somit auf das Sporenpotential 
geschlossen werden. Diese Daten können dann in ein Schorfprognosemodell 
eingerechnet werden. Somit ist dann eine bessere Vorhersage über die 
Primärinfektion möglich, da die Unterschiede in den Tabellen von Mills und 
MacHardy in die Berechnungen einbezogen werden können.  
Den Zeitpunkt der Primärinfektion exakt zu erkennen, ist von großer Bedeutung, 
da 96 Stunden nach der Infektion keine erfolgreiche Bekämpfung der Infektion mit 
den heutigen Fungiziden mehr möglich ist. Die heutigen Wirkstoffe wirken fast 
ausschließlich protektiv und können nur die Keimung und das Wachstum der 
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Infektionshyphe verhindern. Hat der Pilz erst penetriert und Verbindung mit den 
Epidermiszellen aufgenommen, ist eine Bekämpfung nicht mehr möglich. Kommt 
es zu einer erfolgreichen Primärinfektion, muss während der gesamten Zeit bis zur 
Ernte der Bestand mit Fungiziden behandelt werden, um Sekundärinfektionen zu 
verhindern.  
Da der Zeitpunkt der ersten Infektion mit den heutigen Modellen zwar angenähert 
werden kann, aber nicht exakt zu bestimmen ist, sind viele präventive Spritzungen 
nötig, die durch die zusätzlichen Informationen eines solchen Sensors wegfallen 
würden. Die Fungizidbelastung in den Plantagen könnte durch die genauere 
Vorhersage gesenkt werden. Dies führt zu einer geringeren Belastung der Früchte 
und somit auch der Verbraucher. Weiter ist durch Einsparungen von Spritzungen 
eine kostengünstigere und ökologische Apfelproduktion möglich.  
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1.6 Aufgabenstellung 
Das interdisziplinäre Projekt, in dessen Verlauf diese Arbeit angefertigt wurde, 
hatte das Ziel, einen spezifischen Sensor zur Detektion von Ascosporen des 
Apfelschorferregers Venturia inaequalis zu entwickeln. Die Spezifität des 
Pathosensors sollte durch monoklonale Antikörper erreicht werden. Für die 
Gewinnung und Optimierung der Antikörper durch Markus Ribbert wurden viele 
hochreine Ascosporen benötigt. Die erste wichtige Aufgabe dieser Arbeit bestand 
darin, hochreine Ascosporen für die Immuniserung von Mäusen und das darauf 
folgende Screening bereit zu stellen. Dafür sollten verschiedene Aufreinigungs- 
sowie Erntemethoden entwickelt und optimiert werden. 
 
Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit bestand darin, nach der erfolgreichen 
Immunisierung der Mäuse Informationen über die Antigene auf der 
Sporenoberfläche zu gewinnen. Dazu sollte die Art des Antigens und die Position 
auf der Ascospore charakterisiert werden. Im Weiteren sollte eine cDNA-Bank von 
Venturia auf ein Antigen gescreent werden. Durch molekularbiologische 
Untersuchungen sollte dieses Antigen genauer charakterisiert werden. 
 
Der dritte Teil der Arbeit bestand darin, die Testphase des Sensors im Feld 
vorzubereiten. Dabei kam es darauf an, die im Zuge der Arbeiten auftretenden 
Herausforderungen zu berücksichtigen und zu lösen. Durch die enge 
Zusammenarbeit mit den Partnern, die an dem Projekt beteiligt waren, sollte eine 
einsatzfähige Peripherie für den Sensor entwickelt und getestet werden. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Geräte 
2.1.1 Zentrifugen 
 Megafuge 1.0R     Heraeus Sepatech (Osterode)  
 Centrifuge 5415C    Eppendorf (Oldenburg)  
 Centrifuge 5417R     Eppendorf (Oldenburg)   
 Optima L – 100 XP Ultracentrifuge Beckman Coulter (München)   
  Rotor: SW60 
2.1.2 Mikroskope 
 BX51              Olympus (Hamburg) 
 Leitz Elvar               Leica Mircosystems AG (Wetzlar) 
LSM TCSSP und DMRBE   Leica Mircosystems AG (Wetzlar)  
Zeiss Forschungsmikroskop II 
mit Fluoreszenzvorrichtung  Zeiss (Jena) 
2.1.3 Thermocycler 
 Peletier Thermal PTC – 200   Biozym (Hess. Oldendorf) 
2.1.4 Wetterstationen 
 A730SD (Empfänger)   Adcon (Klosterneuburg A)  
 A733 (Sender)    Adcon (Klosterneuburg A) 
 Sensoren: 
Niederschlag   Adcon (Klosterneuburg A) 
  Temperatur – und Luftfeuchte Adcon (Klosterneuburg A) 
  Blattnässe    Adcon (Klosterneuburg A) 
 addVantage 3.45 (Software)  Adcon (Klosterneuburg A) 
2.1.5 Photometer 
DU 7500 Spectrophotometer  Beckman (München) 
2.1.6 pH-Meter 
MP 220 pH Meter    Mettler (Gießen) 
2.1.7 UV-Illuminator 
2UVTM Transilluminator   UVP Ltd. (Cambridge GB) 
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2.1.8 Waagen 
Mettler PC 440    Mettler (Gießen) 
Sartorius 2002MPI    Sartorius (Göttingen) 
2.1.9 Autoklav 
Tecnoclav     Integra Bioscience (Fernwald) 
2.1.10 FACS 
FACS Calibur  Becton & Dickinson (Franklin Lakes 
USA) 
Software „CellQuest“  Becton & Dickinson (Franklin Lakes 
USA) 
 
2.2 Material 
2.2.1 Standardpuffer 
10x PBS 
NaCl    80 g 
KCl    2 g 
Na2HPO4·7H2O  26,8 g 
KH2PO4   2,4 g 
In 800 ml Wasser lösen und pH-Wert auf 7,4 mit NaOH einstellen. 
Wasser   ad 1.000 ml 
Autoklavieren und bei Raumtemperatur lagern. 
      
PBST 
10x PBS   100 ml 
Tween20   0,5 ml 
Wasser   899,5 ml 
 
Tris/HCl-Puffer 
Tris     181,71 g 
Wasser   ad 1.000 ml     
Mit HCl auf den gewünschten pH-Wert einstellen, autoklavieren, 
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TE-Puffer 
Tris    1,21 g    
EDTA    74,45 g          
 Wasser   ad 1.000 ml 
Mit HCl auf pH 8 einstellen, autoklavieren. 
Enzympuffer 
Tris    6,06 g     
Calciumacetat  3,95 g    
Magnesiumacetat   2,15 g    
Isopropanol    10%  
Wasser   ad 1.000 ml    
Mit HCl auf pH 8 einstellen. 
Substratpuffer 
Tris    6,06 g    
Calciumacetat   3,95 g     
Magnesiumacetat   2,15 g    
Aceton    15%     
Wasser   ad 1.000 ml 
Mit HCl auf pH 8 einstellen. 
Direkt vor der Messung werden 0,9 mg·ml-1 p-Nitrophenyl-Essigsäure zugegeben. 
 
2.2.2 Standardmedien 
Luria-Bertani-Medium (LB) 
Hefeextrakt   5 g 
Pepton   10 g 
NaCl    5 g 
 Wasser   ad 1.000 ml 
Mit NaOH auf pH 7 einstellen. 
Um Nährmediumsplatten herzustellen, vor dem Autoklavieren 20 g Agar zugeben. 
LB-Kan 
LB-Medium mit 50 µg·ml-1 Kanamycin 
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LB-Amp 
 LB-Medium mit 100 µg·ml-1 Ampicillin 
 
2.2.3 Vektoren 
2.2.3.1 PBK-CMV der Firma Stratagene 
 
Abb.6: Vektorkarte des Phagemidvektors pBK – CMV. Die Abbildung stammt von der Internetseite 
der Firma Stratagene. 
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2.3 Wetterstationen und Sporenfallen 
2.3.1 Aufstellen der Wetterstationen 
Die Stationen wurden so aufgebaut, dass sich die Sensoren für die Blattnässe, 
Temperatur und Luftfeuchte in zwei Meter Höhe und der Niederschlagsmesser in 
3 m Höhe befanden. Dies entspricht den Standardwerten, die für die 
Prognosemodelle vorgeschrieben sind. Die Länge des Mastes und somit die 
Position des Senders variierten, um bei den unterschiedlichen regionalen 
Gegebenheiten eine ideale Funkverbindung zum Empfänger zu erreichen. Drei 
Stationen wurden in verschiedenen Apfelplantagen und eine Station in der Nähe 
des Sammelbaus Biologie in Aachen installiert. Die zugehörigen Empfänger 
wurden bei den Obstbauern der zugehörigen Plantagen aufgestellt und mittels 
Modem mit einer Telefonleitung verbunden.  
2.3.2 Standorte 
Die drei Apfelplantagen wurden nach den dort vorherrschenden klimatischen 
Bedingungen ausgewählt. Die erste Station stand in Baesweiler-Beggendorf, 20 
km östlich von Aachen. Die zweite Station stand in Nideggen-Berg. Dieser Ort liegt 
in der Eifel. Durch die höhere Lage ist es dort kälter als in Beggendorf. Weiterhin 
ist es bei diesem Standort etwas trockener, da sich ein großer Teil der Wolken 
schon über dem Westhang der Eifel abregnet. Die letzte Station stand in 
Meckenheim-Erstorf. Dieser Standort wurde gewählt, weil er sich im 
Wetterschatten der Eifel befindet und durch seine Nähe zum Rhein ein sehr 
mildes Klima vorweist.  
Für die Untersuchungen war es weiterhin von Vorteil, dass es sich bei der 
Plantage in Nideggen-Berg um einen ökologischen Apfelanbau handelt und somit 
Unterschiede zum konventionellen Anbau in Baesweiler und Erstorf erarbeitet 
werden konnten.    
Die gesammelten Wetterdaten wurden täglich von einem Computer über Telefon 
abgefragt und von dem Auswertungsprogramm addVantage 3.45 der Firma Adcon 
ausgewertet. 
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Abb.7: Topographische Karten der Region, in der die Plantagen mit den Wetterstationen lagen. Die 
Wetterstation in Baesweiler-Beggendorf stand in einer Höhe von  130 m üN, in Nideggen-Berg in 
300 m üN und in Erstorf auf 230 m üN.  
 
2.3.3 Kontrolle der Sporenreifung in den Plantagen 
Um den Zeitpunkt des Sporenschleuderns zu bestimmen, wurden an den 
Wetterstationen je zwei Sporenbretter aus Eichenholz installiert.  
 
Abb.8: Sporenbrett aus Eiche. Eine technische Zeichnung mit genauen Maßen befindet sich im 
Anhang. 
Auf den Boden der  Bretter wurden mit Venturia infizierte Blätter durch 
Heftzwecken befestigt. Über jedes Blatt wurde ein Objektträger gelegt, der auf der 
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dem Blatt zugewandten Seite mit Paraffin bestrichen worden war. Durch einen 
Metallrahmen wurden die Objektträger fixiert.  
Die auf den Brettern befestigten Blätter sind genauso der Witterung ausgesetzt 
wie die Blätter in der Plantage. Die gereiften Sporen wurden ausgeschleudert, 
blieben  an dem Objektträger haften und konnten dann mikroskopisch ausgewertet 
werden. So kann der tatsächliche Zeitpunkt des ersten Sporenflugs festgestellt 
und mit den Vorhersagen des Programms verglichen werden. 
 
2.4 Sporen  
2.4.1 Gewinnung von infiziertem Blattmaterial 
In diesem Projekt sollte ein Sensor gebaut werden, der verschiedene Stämme von 
Venturia erkennen kann. Daher wurden für die Sporengewinnung keine Blätter mit 
einem speziellen Stamm infiziert und vermehrt, sondern infizierte Blätter aus dem 
Versuchsgut Höfchen der Firma Bayer in Burscheid gesammelt. So wurden die 
Versuche mit den in Burscheid natürlich vorkommenden Stämmen durchgeführt. 
Im späteren Verlauf des Projekts wurden zusätzlich Sporen aus anderen 
Regionen Deutschlands für den Sensor getestet. Die gewählten Blätter stammen 
von  unbehandelten Bäumen der Sorten Golden Delicius, Jona Gold und Elstar. 
Diese Sorten wurden auf Grund ihrer Schorfanfälligkeit gewählt, da somit eine 
hohe Sporenausbeute zu erwarten war. Die Blätter wurden im Oktober der Jahre 
2001 und 2002 während des Blattfalls gesammelt und dann in Holzkisten den 
Winter über gelagert. Zum Lagern wurden zwei verschiedene Orte gewählt. Ein 
Teil der Kisten wurde auf eine gepflasterte Fläche zwischen den Gewächshäusern 
der Biologie in Aachen gestellt. Der andere Teil der Blätterkisten wurde auf einer 
Wiese in Alsdorf-Hoengen gelagert. Durch regelmäßige mikroskopische 
Untersuchungen wurde die Bildung der Pseudothecien und die Reifung der 
Sporen verfolgt. 
Im Jahr 2002 wurden zusätzlich im Februar erneut Blätter auf dem Versuchsgut 
Höfchen gesammelt.         
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2.4.2 Lagerung der Blätter 
Die Blätter mit den reifen Ascosporen wurden auf zwei verschiedene Arten 
gelagert. Ein Teil des Materials wurde getrocknet und bei Raumtemperatur im 
Dunkeln gelagert. Der zweite Teil wurde in einem überdachten Verschlag 
getrocknet und bei –20°C gelagert. 
 
2.4.3 Gewinnung der Ascosporen 
Für viele Versuche war es wichtig, dass Sporen des Pilzes in einer großen Anzahl 
und in hochreiner Form vorlagen. Daher war es von entscheidender Bedeutung, 
die Produktion, Ernte und Aufreinigung der Sporen zu optimieren. Um diese 
hochreinen Sporen zu erhalten, wurden verschiedene Ernte- und 
Aufreinigungsmethoden getestet. Eine Vielzahl von Reinigungsmöglichkeiten 
wurden im Zuge der Diplomarbeit von Dipl. Biol. Michael Dohmen erarbeitet 
[Dohmen, 2000]. Durch diese Methoden war es möglich, Sporen direkt aus den 
Apfelblättern und aus isolierten Pseudothecien aufzureinigen. Er führte 
verschiedene Zentrifugationen wie die differentielle Zentrifugation, Rate Zonal 
Zentrifugation, isopyknische Zentrifugation und die Zentrifugation mit einem 
Stufengradienten durch. Weiterhin versuchte er, die Trennung der Sporen von 
Verunreinigungen auf verschiedenen Ionenaustauschersäulen durchzuführen. In 
dieser Arbeit werden nur die erfolgreichsten Methoden aus dieser Diplomarbeit 
zitiert. Detailliertere Informationen können der Diplomarbeit entnommen werden.  
Ein zweiter Ansatz zur Sporenernte bestand darin, sich den natürlichen Vorgang 
des Sporenausschleuderns zunutze zu machen. Durch diese Methoden war eine 
höhere Ausbeute an Sporen zu erreichen. Weiterhin sind die Sporen hochrein, da 
sie auf Grund des natürlichen Ausschleuderns von Blattfragmenten und einem 
Großteil anderer Pilze getrennt waren. 
  
2.4.3.1 Keimungshemmung 
Für alle Aufreinigungsmethoden war es wichtig, dass die Sporen nicht auskeimen. 
Daher wird allen Lösungen, die Sporen beinhalten, eine Zimtsäure-Stammlösung 
zugegeben, so dass die Endkonzentration 10 mM betrug. Die Stocklösung war 
eine 1M Lösung in 70% Ethanol. 
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2.4.3.2 Aufreinigung aus isolierten Pseudothecien 
Für diese Versuche wurden Pseudothecien, die reife Sporen enthielten, mittels 
eines Binokulars und einer Nadel von den infizierten Blättern abgenommen und in 
50 µl Wasser mit Zimtsäure überführt. Die so isolierten Pseudothecien wurden mit 
einem Potter mechanisch zerstört und die Sporen so freigesetzt. 
 
2.4.3.2.1 Zentrifugation  
Die erfolgreichste Methode, um Ascosporen aus einer verunreinigten Suspension 
zu reinigen, stellte die Zentrifugation in einem Stufengradienten dar. Als das 
geeignetste Medium stellte sich Ludox (Ludox HS-40 Kolloidales Kieselgel 40 wt. 
%, Catalognummer 42,081-6, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf) heraus.  
Für die Zentrifugation wurde zunächst der pH-Wert des Ludox auf pH 3 gesenkt. 
Der niedrige pH-Wert verhinderte eine Agglutination der Sporen. Dazu wurden 10 
ml Ludox mit 167 µl 12 M HCl gemischt. In einem Zentrifugenröhrchen (15 ml 
Falcon-tube) wurden 5 ml dieser Lösung vorgelegt, in die 1 ml Sporensuspension 
eingemischt wurden. Für die unterschiedlichen Stufen wurde ein Volumen von je 2 
ml gewählt. Dazu wurden fünf Verdünnungen angesetzt. Der Anteil des Ludox war 
in der geringsten Verdünnung 1,3 ml und nahm jeweils um 0,1 ml pro Stufe ab. 
Die so hergestellten Verdünnungen wurden vorsichtig auf die vorgelegte Ludox-
Sporenmischung aufgeschichtet. Die Zentrifugation erfolgte bei 4°C für fünf 
Minuten bei einer Geschwindigkeit von 500 g in einer Megafuge. 
 
2.4.3.2.2 Ionenaustauscher 
Bei dem hier eingesetzten Material handelt es sich um einen stark basischen 
Anionentauscher mit funktionellen, quartären Ammoniumgruppen, die an ein 
Styrol-Divinylbenzol Copolymergitter gebunden sind. Dieses Material trägt die 
Bezeichnung AG1-X8, hat eine Partikelgröße von 20-50 mesh (300-850 µm im 
Durchmesser). Es wird von der Firma BioRAD (Catalognummer 140-1421) 
vertrieben. Das Säulenmaterial wurde mit dem Gegenion Chlorid geliefert. Um 
eine höhere Selektivität zu erreichen, wurden diese Gegenionen durch Formiat-
Ionen ausgetauscht. Dazu wurde die Säule mit fünf Volumen 1 M McIlvaine-Puffer  
pH 3 gespült. Der Durchfluss durch die Säule betrugt 1 ml·min-1.   
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Danach wurde die Sporenfraktion auf die Säule aufgetragen. Um die Sporen zu 
reinigen, wurde ein pH-Gradient von 3 bis 7,5  gefahren. Das Volumen des 
Waschpuffers sollte ca. einen Liter betragen. Um die Sporen zu eluieren, wurde 
der pH-Wert der Säule auf über acht angehoben. Die so gereinigten Sporen 
wurden durch eine Zentrifugation von zehn Minuten bei 5.000 rpm in der 
Megafuge aufkonzentriert. 
McIlvaine-Puffer 
Für die Herstellung des Puffers wurden zwei Stammlösungen angesetzt: 
Zitronensäure Monohydrat   21,01 g   
di-Natriumhydrogenphosphat  28,38 g  
Wasser     ad 1.000 ml  
Die Zusammensetzung ist je nach gewünschtem pH-Wert unterschiedlich. Dafür 
wurde die Zitronensäurelösung vorgelegt und mit der Phosphatlösung auf den 
gewünschten pH-Wert eingestellt. 
 
Zusätzlich zu den in der Diplomarbeit [Dohmen, 2000] ausgearbeiteten Methoden 
wurden zwei weitere Möglichkeiten getestet: das Aufreinigen über die Affinität zu 
Lektinen und das Ausschütteln. 
 
2.4.3.2.3 Aufreinigung der Sporen durch ConA- und WGA-Beads 
Da das Lektin Concanavalin A (ConA) eine hohe Affinität zu den Sporen von 
Venturia zeigte, und das Lektin Wheat Germ Agglutinin (WGA) zu 
Blattfragmenten, wurden diese beiden Lektine zum Aufreinigen verunreinigter 
Sporensuspensionen eingesetzt. 
 
2.4.3.2.3.1 Bindungsstudien mit Lektinen 
Für die Bindungsstudien mit ConA und WGA wurden 50.000 Sporen in 100 µl 
PBS-Puffer pH 7,4 aufgenommen und mit 10 µl einer ConA- bzw. WGA-Lösung (1 
mg·ml-1) für zwei Stunden inkubiert. Die Lektine waren mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescinisothiocyanat (FITC) gelabelt und mussten, um ein 
Ausbleichen des Farbstoffes zu vermeiden, im Dunkeln gelagert werden. Nach der 
Inkubation wurden die Sporen bei 14.000 rpm in einer Tischzentrifuge sedimentiert 
und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Ob eine Interaktion zwischen 
Sporen und Lektinen bestand, wurde unter einem Fluoreszenzmikroskop 
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kontrolliert. Dazu wurden die Sporen mit blauem Licht der Wellenlänge 488 nm 
angeregt. Die Emission lag bei 530 nm. 
 
2.4.3.2.3.2 Beschichten der Magnetobeads 
Um sich die Affinität der Lektine nutzbar zu machen, wurden diese an 
Magnetobeads der Firma Chemagen immobilisiert.  Dazu wurden 100 µl NHS-
aktivierter Beads (25 mgml-1) zweimal in Waschpuffer gewaschen. Zum 
Abtrennen der Beads wurde das Reaktionsgefäß in einen entsprechenden 
Magnethalter eingesetzt. So sammeln sich die Beads an dem Magneten und die 
Flüssigkeit konnte abgenommen werden. Nach dem Waschen wurden die Beads 
in 200 µl Kupplungspuffer aufgenommen. Diesem Puffer wurden 100 µl einer 
ConA-Stammlösung (1 mg ConA Typ6ml-1) beigemischt. Nun erfolgte eine 17-
stündige Inkubationszeit bei 4°C, bei der die Beads leicht geschüttelt wurden. 
Nach dieser Zeit wurden die Beads zweimal mit 200 µl Kupplungspuffer 
gewaschen, bevor sie in 200 µl Deaktivierungspuffer überführt wurden. Die 
Inaktivierung sollte mindestens zwei Stunden dauern, bevor die Beads dreimal in 
Lagerungspuffer gewaschen werden. In diesem Puffer werden die Beads dann bei 
4°C gelagert 
Waschpuffer 
MES pH 5,7   9,76 g   
Wasser    ad 1.000 ml 
Kupplungspuffer 
MOPS   20,93 g   
 Wasser   ad 1.000 ml 
Mit NaOH auf pH 7 einstellen. 
Deaktivierungspuffer 
BSA     0,1%  
in PBS 
   
2.4.3.2.3.3 Aufreinigung 
Die Sporensuspension wurde zehn Minuten bei 3.000 g abzentrifugiert und in 300 
µl PBS ohne Mangan und Calcium resuspendiert. Zu diesem Ansatz wurden nun 
die mit ConA gelabelten Beads gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur 
leicht schüttelnd inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Beads mittels eines 
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Magneten von der Flüssigkeit getrennt und zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. 
Um die an das ConA gebundenen Sporen wieder abzutrennen, wurden die Beads 
in Elutionspuffer gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur leicht geschwenkt. 
Nachdem die Beads magnetisch abgetrennt waren, konnte die Sporensuspension 
abgenommen werden. 
Um Blattfragmente und andere Sporen, die noch vorhanden sein sollten, zu 
entfernen, wurde die Sporensuspension 30 Minuten mit den WGA-Beads 
inkubiert. Nachdem die Beads abgetrennt waren, kann die weiter gereinigte 
Sporensuspension abgenommen, die Sporen durch Zentrifugation pelletiert und 
anschließend in Wasser aufgenommen werden.     
Die WGA-Beads konnten durch einen weiteren Elutionspuffer regeneriert werden. 
Elutionspuffer ConA 
Methyl--D-mannopyranosid     4,86 g   
BSA       0,1%  
in 100 ml PBS  
Elutionspuffer WGA 
N-Acetyl-Glucosamin    5,53 g   
BSA      0,1%   
in 100 ml PBS 
 
2.4.3.2.4 Ausschüttelmethode 
Die hier getestete Methode zur Aufreinigung der Ascosporen wurde von einer 
Methode abgeleitet, durch die die Ascosporen der Spalthefe 
Schizosaccharomyces pombe von Mycel getrennt werden können [Emeis, 1958]. 
Dabei macht man sich die hydrophobe Außenhülle der Sporen zunutze und 
schüttelt sie mit Paraffin aus. Das hydrophile Mycel verbleibt in der Wasserphase.  
Die zu reinigende Sporensuspension von Venturia wurde mit einem Volumen 
dünnflüssigem Paraffins bedeckt und gevortext. Es bilden sich zwei Phasen, von 
denen die obere, organische abgenommen werden konnte. Durch Zentrifugation 
bei 3.000 g wurden die Sporen pelletiert und anschließend in Wasser 
aufgenommen.  
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2.4.3.3 Isolation ausgeschleuderter Sporen 
2.4.3.3.1 Sporensauger 
Durch diese Aufreinigungsmethode sollten ausgeschleuderte Sporen von einem 
Luftstrom erfasst und mitgerissen werden. Die so luftverfrachteten Sporen wurden 
in einer Waschflasche aufgefangen und konnten dann durch Zentrifugation 
aufkonzentriert werden. 
 
2.4.3.3.2 Petrischalenmethode 
Ein ganz anderes Prinzip des Sporenfangens wurde von einer Methode von 
Parham (1932) abgeleitet. Dabei wird in einer Petrischale einen Zentimeter über 
einem befeuchteten Blatt ein Objektträger in Position gebracht. Dieser 
Versuchsaufbau wird geschlossen und für eine Stunde mit Beleuchtung inkubiert. 
Die Beleuchtung erfolgte durch ein Leuchtmittel SON-T Agro 400 der Firma 
Philips. An der dem Blatt zugewandten Seite des Objektträgers bildet sich ein 
dünner Film Kondenswasser, an dem die aus den Pseudothecien 
ausgeschleuderten Ascosporen hängenbleiben. Diese Objektträger können dann 
mikroskopisch ausgewertet werden. Um Sporen in größerer Quantität zu erhalten, 
wurden Blätter in quadratischen Petrischalen mit einer Kantenlänge von zehn 
Zentimetern auf nassem Zellstoff ausgelegt, mit einer Sprühflasche mit Wasser 
benetzt und die Schalen mit dem Deckel verschlossen. Die Sporen wurden an den 
Deckel geschleudert und blieben dort am Kondenswasserfilm hängen. Um ein 
Auskeimen der Sporen zu verhindern, wurde der Deckel mit einer  
1 M Zimtsäurelösung in 70% Ethanol besprüht. Nach einer Inkubationszeit von 
zwei Stunden wurden die Sporen von dem Deckel abgewaschen und durch 
Zentrifugation (10 min bei 3.000 g ) aufkonzentriert.  
Als weitere Optimierung dieser Aufreinigungsmethode wurde anstelle des weißen 
Lichtes hell- oder dunkelrotes Licht eingesetzt.  
 
2.4.4 Mycelgewinnung 
Um Venturia im Labor zu kultivieren, wurde er auf Malzextraktplatten oder 
Kartoffel-Dextrose Agar (PDA) ausplattiert. Die Platten wurden mit Micropore-
Klebeband der Firma 3M zugeklebt und für zwei Wochen bei 18°C im Dunkeln 
inkubiert.  
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Malzextraktagar 
Der eingesetzte Malzextrakt stammt von der Firma Lindemeyer GmbH & Co. KG 
aus Heilbronn 
Malzextrakt   40 g 
Pepton   3 g   
Agar    15 g 
Wasser   ad 1.000 ml 
Autoklavieren und in Petrischalen gießen. 
PDA 
PDA Fertigagar  12 g 
Agar    7,5 g 
Wasser   ad 500 ml 
Autoklavieren und in Petrischalen gießen.  
 
2.4.5 Konidiengewinnung 
Es gibt verschiedene Möglichkeiten, Konidien von Venturia in vitro zu gewinnen. 
Die Methode der Anzucht in Pulstlösung war die effektivste. 
In einen 300 ml Erlenmeyerkolben wurden 100 ml Pulstlösung gegeben und diese 
mit einem Stück Mycel von einer Agarplatte angeimpft. Diese wurde für zwei 
Wochen bei Raumtemperatur stehend inkubiert. Einmal täglich wurden die Kolben 
aufgeschüttelt. Weitere Pulstlösung konnte mit dieser Lösung angeimpft werden.  
Um die Konidien zu ernten, wurde die Suspension durch eine Gaze abgefiltert. In 
der Lösung befanden sich die Konidien, die durch Zentrifugation noch 
aufkonzentriert werden konnten. 
Ebenso eignet sich diese Methode zur Gewinnung von Mycel, da es einfacher zu 
ernten ist als von den Petrischalen. 
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Pulstlösung 
 Rohrzucker   40 g 
 MgSO4.7H2O  0,3 g 
 KNO3    0,15 g 
 KH2PO4   1 g 
 Glycin    0,04 g 
 Wasser   ad 1.000 ml  
Autoklavieren 
 
2.5 Oberflächenanalyse 
Durch die Oberflächenanalyse der Ascosporen konnten einige Eigenschaften der 
Zellwandproteine charakterisiert werden, die bei der Immunisierung als Antigen 
wirkten. Mit den folgenden Versuchen sollte erforscht werden, ob es sich um ein 
aufgelagertes oder Transmembranprotein handelt. Eine weitere Möglichkeit eines 
Antigens sind die in der Zellwand lokalisierten Glykoproteine. Bei diesen 
Molekülen kann der Protein- sowie der Kohlenhydratanteil als Antigen dienen. 
 
2.5.1 Inkubation mit polyklonalem Mausserum 
Um die Interaktion zwischen den im Mausserum befindlichen Antikörpern mit den 
Antigenen auf der Sporenoberfläche sichtbar zu machen, wurden 40.000 
Ascosporen in 1 ml PBST-Puffer aufgenommen. Dieser Suspension wurde 1 µl 
eines 1/10 verdünnten Blutserums zugegeben und dann bei 37°C für zwei 
Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Sporen durch eine Zentrifugation 
bei 3.000 g abzentrifugiert. Die Antikörperlösung konnte für weitere Versuche 
wiederverwertet werden. Die Sporen wurden dreimal in 1 ml PBST-Puffer 
gewaschen und dann wieder in 1 ml PBST aufgenommen. Im Anschluss daran 
wurde 1 µl einer Antikörperlösung mit FITC gelabelten Antimaus-Antikörpern 
zugegeben. Diese wurde für 30 min bei 37°C inkubiert. Auch diese Lösung konnte 
mehrfach wiederverwendet werden. Nach dreimaligem Waschen der Sporen mit 
PBST konnte die Fluoreszenz unter dem Mikroskop untersucht werden. 
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2.5.2 Charakterisierung der Zellwandschichten 
Um die oberen Schichten der Sporenzellwand zu identifizieren, wurden die Sporen 
mit verschiedenen zellwandabbauenden Enzymen, wie Glucanase, Cellulase und 
Chitinase behandelt.  Ob ein Enzym angreifen konnte, wurde durch die Interaktion 
der Sporen mit den Lektinen ConA, WGA (siehe 2.4.3.2.3.1) und dem 
polyklonalen Mausserum kontrolliert. Weiterhin wurde mit dem Überstand nach 
den Verdaus eine quantitative Zuckerbestimmung durchgeführt. Dazu wurden die 
Überstände zunächst bei –20°C gelagert. 
   
2.5.2.1 Behandlung mit Triton 
Um Wachse oder Hydrophobine von der Zelloberfläche zu entfernen, wurden 
40.000 Sporen mit einer 10% Triton X-100 Lösung über Nacht bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Detergenz wurde dann durch mehrfaches 
Waschen der Sporen mit Wasser wieder entfernt. Wenn der Überstand nicht mehr 
schäumt, war das Triton vollständig entfernt.  
 
2.5.2.2 Verdau mit Glucanase 
Um die Glucanschicht der Sporenwand aufzulösen, wurden die Sporen mit   
ß-1,3-Glucanase aus Rhizopus oryzae behandelt. Dazu wurden 40.000 Sporen in 
einen 200 µl 1 M Phosphatpuffer pH 5,0 überführt. Zu dieser Suspension gab man 
10 µl der Enzymstammlösung (20 mg·ml-1 in Phosphatpuffer). Dieser Ansatz 
wurde für zwei Stunden bei 50°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Sporen 
dreimal mit PBS gewaschen.  
 
2.5.2.3 Verdau mit Cellulase 
Da die Ascosporen von Venturia Cellulose enthalten [Jaworski, 1965], wurden die 
Sporen mit Cellulase aus Trichoderma viride behandelt. Dazu wurden 40.000 
Sporen in 200 µl 0,1 M Phosphatpuffer pH 5,0 aufgenommen und mit 10 µl einer 
Cellulasestammlösung (20 mg·ml-1 in Phosphatpuffer) versetzt. Der Verdau wurde 
für zwei Stunden bei der optimalen Temperatur für dieses Enzym von 37°C 
durchgeführt. Die Sporen wurden dann dreimal in PBS gewaschen.  
 
Material und Methoden    33 
 
2.5.2.4 Verdau mit Chitinase 
Die Behandlung mit Chitinase wurde in einem 0,1 M Phosphatpuffer mit dem pH-
Wert 4,4 durchgeführt. Auch dazu wurden 40.000 Sporen eingesetzt, mit 10 µl der 
Chitinasestammlösung (10 mg·ml-1 in Phosphatpuffer) versetzt und für zwei 
Stunden bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Sporen dreimal mit PBS 
gewaschen.  
 
2.5.2.5 Verdau mit Proteinase K 
Um nachzuweisen, ob das Antigen ein Protein ist oder einen Proteinanteil besitzt, 
wurden 50.000 Ascosporen in PBS-Puffer aufgenommen, mit 10 µl einer 10 
mg·ml-1 Proteinase K-Stammlösung in PBS-Puffer versetzt und bei 37°C für zwei 
Stunden inkubiert. Danach wurden die Sporen dreimal mit PBS gewaschen. 
    
2.5.2.6 Verdau mit PNGase F 
Das Enzym PNGase F ist eine Glycopeptidase, die N-gebundene Zuckerketten 
von dem Proteinanteil des Glycoproteins abschneidet. Für diesen Verdau wurden 
40.000 Ascosporen in 200 µl PBS-Puffer mit 5 U PNGase F (Sigma) für zwei 
Stunden bei 37°C inkubiert.  
Für Verdauversuche mit Konidien und anschließender Zuckeranalytik mittels GC-
MS wurden eine Million Konidien in 5 ml PBS-Puffer mit 5 U PNGase F bei 37°C 
über Nacht inkubiert. Aus dem Überstand wurden dann die Zucker analysiert. 
 
2.5.2.7 Zuckernachweis 
Als Zuckernachweis fand die Phenol-Sulforische Methode Anwendung [Du Bois et 
al., 1956]. Dazu wurde 1 ml Zuckerlösung mit 50 µl einer 90% Phenollösung und  
3 ml konzentrierter Schwefelsäure (96%) vermischt. Die so gestartete Reaktion 
ließ man 30 Minuten bei RT ablaufen. Nach dieser Zeit wurde die Extinktion bei 
480 nm gemessen. Als Nullwert diente ein Ansatz, bei dem anstelle der 
Zuckerlösung nur Wasser eingesetzt wurde. 
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2.5.3 Gaschromatographie mit Massenspektrometer (GC-MS) 
Diese Trenn- und Nachweismethode wurde zur qualitativen Zuckerbestimmung 
der durch die Enzymbehandlung freigesetzten Zucker eingesetzt. Zunächst wurde 
je eine Eichgerade verschiedener Zucker hergestellt, um die Retentionszeiten und 
das Massenspektrum der Zucker zu erhalten. Für die Standards wurden Glucose, 
Mannose, Xylose, Ribose und Galactose gewählt. Um sie im GC-MS auftrennen 
zu können, mussten die Zucker derivatisiert werden.  
 
2.5.3.1 Derivatisierung der Zuckerstandards 
Je 0,5 µg der Standardzucker wurden in ein GC-Gefäß gegeben und in der 
Speed-Vac getrocknet. In jedes Vial wurden nun 100 µl des 
Derivatisierungsreagenz N-Methyl-N-(Trimethylsilyl)Trifluoroacetamid (MSTFA) 
gegeben und für 30 Minuten bei 70°C derivatisiert. 
 
2.5.3.2 Messung der Standards 
Für die Messung wurden je 1 µl des Derivats des Zuckerstandards in den GC 
eingespritzt. 
Technische Daten der GC 
Gaschromatograph  Hewlett Packard Series II 5890 
Detektor   Hewlett Packard 9571A Mass selective detector   
Trägergas   Helium 
Säule    Chromatographie-Service GmbH 
    FS-SE-54-NB-0,5 
    Länge 25 m 
    Innendurchmesser :  0,25 mm 
    Außendurchmesser :  0,38 mm 
    Filmdicke:   0,46 µm 
 Die Auftrennung erfolgte durch einen Temperaturgradienten 
Einstiegstemperatur 70°C für 5 Minuten 
Gradient   Anstieg von 1°C·min-1 bis 210°C 
Regeneration  300°C für 1 Minute 
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Es wurden auch Gradienten mit der Heizleistung von 5°C, 3°C und 2°C·min-1 
getestet. 
2.5.3.3 Messung der Probe 
Der Überstand aus dem PNGase F-Verdau wurde mittels Speed-Vac 
eingetrocknet und mit MSTFA derivatisiert (2.5.3.1). Anschließend wurde 1 µl 
dieses Derivats in den GC injiziert und durch das oben genannte Programm 
getrennt und detektiert. 
 
2.5.4 Rasterelektronenmikroskopie 
Um zu untersuchen, ob es auf der Sporenoberfläche mögliche Strukturen gibt, an 
denen eine Immunreaktion verstärkt auftreten kann, wie z.B. Poren, wurden die 
Sporen mit dem Rasterelektronenmikroskop untersucht. Es wurden sowohl 
Ascosporen sowie auch Konidien eingesetzt. 
Die Aufnahmen wurden am Institut für Wollforschung an der RWTH Aachen 
durchgeführt. Für die Aufnahmen mussten die Sporen mit Gold beschichtet 
werden. Bei der REM werden die Proben mit Elektronen beschossen, die von der 
Goldoberfläche reflektiert werden. Aus diesen Reflektionen konnte dann ein 
dreidimensionales Bild berechnet werden. Als Vorbereitung für die 
Goldbeschichtung mussten die Sporen getrocknet werden. Damit sich die Zellen 
durch diese Prozedur nicht verformen, was durch die Oberflächenspannung des 
Wassers bedingt wird, fand hier die Methode der Kritisch-Punkt-Trocknung 
Anwendung. 
 
2.5.4.1 Kritisch-Punkt-Trocknung 
Für die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden jeweils 50.000 
Sporen durch die Kritisch-Punkt-Trocknung vorbereitet. Der Vorteil dieser Methode 
ist, dass die Flüssigkeit in den Sporen durch Druck und Temperatur in den 
kritischen Zustand gebracht wurden und es somit zwischen Flüssigphase und 
Gasphase keine Trennung mehr gibt. Nun konnte mit einem Gas, welches sich 
ebenfalls im kritischen Zustand befindet, die Flüssigkeit aus den Zellen entfernt 
werden.  
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Dazu wurden die Sporen zunächst mit dest. Wasser zweimal gewaschen. Da 
Wasser eine extrem hohe Oberflächenspannung besitzt, musste das Wasser 
durch Ethanol oder Aceton ersetzt werden. In diesem Versuch wurde Ethanol 
eingesetzt. Dazu wurden die Sporen für jeweils eine Stunde in verschieden hohen 
Konzentrationen  des Lösungsmittels inkubiert. Zunächst in 50%, dann in 70%, 
90% und zuletzt in 97% Ethanol. 
Die so präparierten Sporen wurden in die Trocknungskammer des Gerätes CPD 
030 der Firma Balzer eingelegt. Zur Trocknung wurde der Ethanol in den Zellen 
durch eine Übergangsflüssigkeit ausgetauscht, in diesem Fall CO2. Damit das 
Kohlendioxid flüssig blieb und nicht beim Einströmen in die Kammer sofort 
verdampfte, wurde die Kammer gekühlt. Die Kühltemperatur ist abhängig von dem 
Druck der Gasflasche. Bei 50 bar Druck wurde die Kammer auf 10°C abgekühlt. 
Liegt der Druck in der Gasflasche nur bei 40 bar, müsste die Kammer auf 2°C 
gekühlt werden. Die Werte sind aus dem Phasendiagramm zu entnehmen. Um 
das Ethanol vollständig gegen die 
Intermediärflüssigkeit auszu-
tauschen, wurde die Kammer 
mehrfach mit dem Kohlendioxid 
gewaschen. Dabei war es wichtig, 
dass die Probe immer von 
Flüssigkeit bedeckt blieb. Solange 
sich beim Einfließen des CO2  
Schlieren bildeten, war der 
Austausch der Flüssigkeiten noch 
nicht vollständig und weitere 
Waschschritte mit Kohlendioxid 
nötig. Waren keine Schlieren mehr 
zu erkennen, konnte mit der 
Trocknung begonnen werden. Dazu 
und der Innendruck in der Kammer 
stieg auf über 73,8 bar. Bei diesem Druck ging das CO2 ohne Phasengrenze direkt 
in die Gasphase über und das Präparat trocknete. Nun konnte das Kohlendioxid 
langsam abgelassen werden, damit es nicht wieder in der Probenkammer 
kondensiert. 
Abb.9: Kritisch-Punkt-Trocknung 
wurde die Druckkammer auf 40°C erwärmt 
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Ist der Druck in der Kammer abgelassen, kann diese geöffnet und die 
getrockneten Proben herausgenommen werden. Da die Präparate hygroskopisch 
sind, sollten sie möglichst umgehend mit einer Goldschicht überzogen werden. Bis 
dahin wurden sie in einem Exsikkator mit Kieselgur gelagert. 
 
2.6 Sporenfalle 
2.6.1 Konstruktion der Sporenfalle 
Um einen Sensor im Feld testen zu können, wurde eine neuartige Sporenfalle 
entwickelt (siehe 3.7), die luftverbreitete Partikel in Wasser fangen kann. Sie 
wurde unter verschiedenen Bedingungen getestet.  
 
2.6.2 Test der Sporenfalle 
2.6.2.1 Universitätsklinikum Aachen 
Um die Leistung der Sporenfalle abschätzen zu können, wurde eine Falle auf dem 
Stromaggregatehaus des Klinikums Aachen positioniert. Dieser Ort wurde 
ausgewählt, da sich auf dem Dach eine „Burkard-Sporenfalle“ befindet, die z.B. 
von Pollenwarndiensten genutzt wird. Die Fangleistung unserer Falle soll mit 
dieser Falle vergleichbar sein. Dazu wurde der Burkardsammler mit einem mit 
Vaseline beschichteten Kunststoffstreifen bestückt. Dieser Streifen wird in sieben 
Tagen einmal vollständig an der Einsaugöffnung der Falle vorbeigeführt. 
Eingefangene Partikel bleiben auf dem Streifen kleben und können dann 
mikroskopisch ausgewertet werden.  
Unsere Falle war zu diesem Zeitpunkt noch nicht mit einem Schwimmersystem 
ausgestattet. So wurde die Fangflasche mit 100 ml Wasser befüllt und neben der 
„Burkardfalle“ aufgebaut, so dass sie aus der Hauptwindrichtung (Westen) 
gesehen nebeneinander stehen und sich somit nicht behindern. Die 
Membranpumpe wurde direkt an die Fangflasche angeschlossen. Die Rührerhülse 
ist in dem Deckel der Schottflasche befestigt.  
Nach sieben Tagen wurde die Anzahl eingefangener Pollen und Partikel beider 
Fallen ausgewertet. 
Dieser Versuch wurden Anfang April bis Ende August im Jahre 2002 durchgeführt.  
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2.6.2.2 Apfelplantage 
Um den Wirkungsgrad der Falle im Feld zu testen, wurde eine Falle in die 
Obstplantage Knein in Nideggen-Berg gestellt. Sie stand zwischen weniger 
anfälligen Bäumen im Windschatten der stark befallenen Bäume (Sorte Arlett), so 
dass die durch den Wind getragenen Sporen eingefangen werden konnten. Der 
Versuch wurde von 15. März bis 26. Mai 2003 durchgeführt. Nach dieser Zeit 
wurde das Wasser aus der Fangflasche abzentrifugiert und das Pellet 
ausgewertet. 
 
2.7 Antigen-Charakterisierung 
2.7.1 Fluoreszenz-Activated-Cell-Sorter (FACS) 
Durch das FACS wird die exakte Fluoreszenz von 10.000 Partikeln gemessen. 
Dieses Gerät führt 10.000 Partikel aus der vorgegebenen Lösung einzeln an 
einem Laser vorbei und misst die von diesem Partikel ausgehende Fluoreszenz.  
Es wurden Sporen wie unter 2.5.2.6 beschrieben mit PNGase F behandelt. Im 
Anschluss an diesen Verdau wurden sie erst mit polyklonalem Mausserum (siehe 
2.5.1) inkubiert, anschließend mit einem FITC markierten zweiten Antikörper und 
dann gemessen. Als Positivkontrolle dienten unbehandelte Sporen mit Blutserum 
und zweitem, FITC gelabeltem Antikörper. Negativkontrollen waren unbehandelte 
Sporen und nur mit dem sekundären Antikörper inkubierte Sporen.  
 
2.7.1 cDNA 
Für die Selektivität des Sensors wurden Mäuse mit Ascosporen von Venturia 
inaequalis immunisiert. Proteine aus der Spore stellen Antigene dar, gegen die 
das Immunsystem der Maus Antikörper bilden kann. Um ein solches Antigen aus 
Venturia  genauer zu charakterisieren, wurde eine cDNA-Bank, die aus dem Mycel 
von Venturia hergestellt wurde, mit polyklonalem Mausserum gescreent. Diese 
cDNA-Bank enthielt alle Informationen, die in der mRNA zum Zeitpunkt der 
Mycelernte codiert waren. Da die RNA sehr labil ist, wurde sie in stabile cDNA 
umgeschrieben und in einen selbstreplizierenden Lamda Vektor (ZAP Express 
Vektor) einkloniert. Die cDNA-Bank wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. 
Matthias Hahn aus Kaiserslautern, Institut für Phytopathologie, zur Verfügung 
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gestellt. Sie enthielt ca. 105 verschiedene Klone. Die cDNA-Stücke befanden sich 
in einem pBK-CMV-Vektor, der in das Genom des ZAP Express Vektors integriert 
war. Der Selektionsmarker war eine Kanamycinresistenz. Für die Untersuchung 
wurde aus den  -Phagen mit Hilfe eines Helferphagens („ExAssist“) die Vektoren 
aus den Phagen herausgeschnitten und in den E. coli Stamm XLOLR 
transformiert. Aus diesen Bakterien ließen sich dann entsprechende Klone 
isolieren, die ein Protein exprimieren, das mit den Antikörpern interagiert. 
 
2.7.1.1 Anzucht der Bakterienstämme 
Für die Vermehrung der Phagen wurde der E. coli Stamm XL1-blue MRF´ in einer 
LB- Schüttelkultur, zuzüglich 10 mM Magnesiumsulfat und 0,2% (w/v) Maltose, bei 
37°C über Nacht  angezogen. Magnesium fördert die Anlagerung der Phagen an 
die Zellen. Da der -Phage seine DNA durch den Maltosetransporter in die 
Bakterienzelle injiziert, wurde dem Medium Maltose zugegeben.  
Von dieser Vorkultur wurde eine 5 ml Schüttelkultur inklusive 10 mM Magnesium-
sulfat und 0,2% Maltose mit 50 µl Zellsuspension angeimpft. Diese Hauptkultur 
wurde  bis zu einer OD600 von 1 bei 37°C schüttelnd inkubiert. 
 
2.7.1.2 Amplifizieren der Phagenbank 
Mit dieser Methode lassen sich sowohl die -Phagen mit der cDNA-Bank, sowie 
der Helferphagen „ExAssist“ vermehren. Da es sich bei dem Helferphagen 
„ExAssist“ um einen filamentösen Phagen handelt, ist es notwendig, den 
Bakterienstamm XL1-blue MRF´ für die Vermehrung einzusetzen, da er in der 
Lage ist, F-pili auszubilden, die für eine Infektion mit filamentösen Phagen benötigt 
werden. 
Die oben beschriebene Schüttelkultur wurde mit 10 mM Magnesiumsulfatlösung 
auf eine OD600 von 0,5 verdünnt. Für die Vermehrung auf Petrischalen mit einem 
Durchmesser von 150 mm werden 600 µl dieser Zellsuspension benötigt. 
Nun wurden zu der Zellsuspension ca. 5x104 pfu der Phagen gegeben. Dieser 
Ansatz wurde 15 Minuten bei 37°C stehend inkubiert, um ein Anheften der Phagen 
an die Zellen zu ermöglichen. 
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Nach dieser Zeit wurden die so infizierten Bakterien mit 6,5 ml auf 48°C 
temperierten NZY Topagar vermischt und auf eine vorgewärmte NZY-Platte 
(Durchmesser 150 mm) ausplattiert. Nach dem Erstarren des Agars wurde die 
Platte bei 37°C mit dem Deckel nach unten 6-8 Stunden inkubiert, bis einzelne 
Plaques zu sehen waren. Bei den λ-Phagen waren diese Höfe klar und deutlich zu 
erkennen, bei dem Helferphagen waren sie hingegen trüb und nicht so deutlich 
von dem Bakterienrasen zu unterscheiden. 
Um die Phagen zu ernten, wurden die Platte mit 8-10 ml SM-Puffer überschichtet 
und über Nacht bei leichtem Schütteln bei 4°C inkubiert. Dadurch diffundierten die 
Phagen aus dem Medium in den Puffer. Am nächsten Tag wurde die 
Phagensuspension von den Platten abgenommen und in ein steriles 50 ml Falcon-
tube überführt. Die Plattenoberfläche wurde mit weiteren 2 ml SM-Puffer nochmals 
abgespült und die Spülflüssigkeit dann mit der Waschflüssigkeit vereint. Um die 
abgeschwemmten Bakterien abzutöten, wurde zu der Suspension 5% (v/v) 
Chloroform gegeben und alles 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
abgetöteten Zellen wurden dann bei 500 g 15 Minuten abzentrifugiert und der 
Überstand in ein steriles Falcon-tube überführt. Sollte er noch nicht klar sein, 
wurden nicht alle Bakterien entfernt und es wurde erneut mit 5% (v/v) Chloroform 
inkubiert und dann abzentrifugiert. Um eine erneute Verunreinigung der 
Phagensuspension mit Mikroorganismen zu verhindern, wird ihr Chloroform in 
einer Konzentration von 0,3% (v/v) zugegeben und bei 4°C gelagert. 
Um lagerfähige Stocks zu erhalten, wurde der Phagensuspension 7% (v/v) DMSO 
zugesetzt, gut durchmischt und diese dann bei –80°C eingefroren. 
Für das weitere Arbeiten mit den Phagen musste ihre Konzentration in der 
Suspension ausgetitert werden. 
NZY-Bouillon 
 NaCl    5 g 
 MgSO4. H2O   2 g 
 Hefeextrakt   5 g 
 Casein Hydrolysat  10 g 
 Wasser   ad 1.000 ml 
Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren. 
Für Nährmedienplatten 15 g Agar vor dem Autoklavieren zufügen. 
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NZY-Topagar  
NZY-Agar mit 0,7% (w/v) Agarose 
SM-Puffer 
NaCl     5,8 g    
MgSO4-7H2O   2 g   
1M Tris/HCl pH 7,5  50 ml   
2% (w/v) Gelatinelösung  5 ml   
ad 1.000 ml 
 
2.7.1.3 Austitern der Phagen 
Da die Anzahl der eingesetzten Phagen in weiteren Versuchen von Bedeutung ist, 
wurde der Phagentiter über die Anzahl der Plaque-Forming-Units (pfu) bestimmt. 
Dazu wurde eine Verdünnungsreihe der Phagensuspension angesetzt. Die 
einzelnen Verdünnungsschritte waren jeweils 1:100 und gehen bis zu einem 
Verdünnungsfaktor von 1010  herunter. 
Von jeder Verdünnung wurden 10 µl zu 200 µl des E. coli-Stamms XL1-blue 
(OD600 1) pipettiert (siehe 2.7.1.1). Zum Anlagern der Phagen an die Zellen wurde 
der Ansatz 15 Minuten bei 37°C stehend inkubiert. Anschließend wurde die 
Suspension in 3 ml auf 48°C temperierten NZY-Top Agar gegeben und auf NZY-
Agar Platten ausplattiert. Die invertierten Platten wurden bei 37°C über Nacht 
inkubiert.  
Am nächsten Morgen wurde die Platte mit der Verdünnungsstufe herausgesucht, 
auf der einzelne Plaques zu erkennen waren und die Anzahl dieser wurde 
ausgezählt. Die genaue Menge der pfu`s wurde durch folgende Formel berechnet: 
1
n(µl)rtesVolumeausplattie
sfaktorVerdünnunghlPlaqueanza





  ml  
 
2.7.1.4 Massenexcission 
Die Massenexcission diente dazu, den Phagemid-Vektor pBK-CMV mit den 
unterschiedlichen Genen der cDNA aus dem Genom der Phagen auszuschneiden 
und in Bakterien zu transferieren. Im Gegensatz zur Single-Excission, bei der auf 
der Phagenebene das Screening durchgeführt wird und bei der dann aus einem 
Material und Methoden    42 
 
einzelnen Phagentyp der Vektor gewonnen wird, wurden hier aus vielen 
verschiedenen Phagen die Vektoren isoliert und in Bakterien transformiert. Aus 
diesem Bakteriengemisch wurde dann ein entsprechender Klon durch ein 
Westernscreening isoliert. Dazu bediente man sich der Hilfe des filamentösen 
Phagen „ExAssist“. Dieser erkannte eine bestimmte Region, die in den ZAP 
Expressionsvektor subcloniert ist. Es handelte sich dabei um den „f1 
Bakteriophagen origin of replication“, der in eine Initiationsstelle und in eine 
Terminatorstelle aufgeteilt werden konnte. Der Helferphage erkannte diese 
Sequenzen und verursacht eine Vervielfältigung des DNA-Stückes zwischen 
diesen Sequenzen. Dieses Stück beinhaltete die Sequenzinformationen des pBK-
CMV Vektors inklusive der vorhandenen Inserts. Nach der Amplifikation 
zirkularisierte das DNA-Stück selbstständig, wodurch es wieder einen 
funktionstüchtigen f1 Orf erhielt und erneut dupliziert werden konnte. Alle normal 
mit einem Lambda-Vektor assoziierte DNA befand sich außerhalb der beiden 
Replikationsstellen. Weiterhin war eine Information zum Verpacken an den f1 orf 
angebunden, wodurch der amplifizierte neue Vektor in einen Phagemidpartikel 
verpackt wurde. Durch eine Hitzebehandlung wurde das Wirtsbakterium lysiert 
und die Phagemiden freigesetzt. Mit diesem freien Phagemid wurde dann ein 
anderer Bakterienstamm (XLOLR) infiziert und auf LB-Medium mit Kanamycin 
selektiert. Der Helferphage beinhaltete mehrere Mutationen, sodass er sich nicht 
in dem Bakterienstamm XLOLR vermehren konnte. Weiterhin war dieser Stamm 
resistent gegen die Infektion mit Lambda-Phagen. Somit war gewährleistet, dass 
die Kolonien auf dem Selektionsmedium nur den Phagemidvektor pBK-CMV 
beinhalteten. 
Die Bakterienstämme wurden wie oben (2.7.1.1) beschrieben angezogen. Bei 
einer OD600 1 betrug die Zellzahl ca. 1 x 108 Zellen·ml-1. In ein 50 ml Falcon-tube 
wurden nun die Phagen, XL1-blue Zellen und der Helferphage „ExAssist“ im 
Verhältnis 1:10:100 zusammengegeben. Zum Screenen der cDNA-Bank wurden 1 
x 109 pfu der Phagen zu 1 x 1010 E. coli XL1-blue Zellen gegeben. Zu dieser 
Suspension kamen dann noch 1 x 1011 Helferphagen „ExAssist“. Durch dieses 
Verhältnis war gewährleistet, dass jeder Phage an ein Bakterium anlagern kann, 
und dass jedes Bakterium durch den Helferphagen co-infiziert wurde. 
Dieser Ansatz wurde anschließend bei 37°C für 15 Minuten stehend inkubiert, 
damit die Phagen sich an die Zellen anlagern konnten. Nach dieser Zeit wurden 
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20 ml NZY-Bouillon zugegeben und dann weitere 2,5 bis 3 Stunden bei 37°C auf 
einem Schüttler inkubiert. Die Inkubationszeit sollte 3 Stunden nicht überschreiten. 
Die Trübung der Lösung war kein Indiz für eine erfolgreiche Excission. 
Nach der Inkubation wurden die Zellen durch Hitze abgetötet. Dies geschah bei 
70°C für 20 Minuten in einem Wasserbad. Bei dieser Behandlung lysierten auch 
die Phagen und der Vektor pBK-CMV lag frei in der Lösung vor. Nach der 
Hitzebehandlung wurden die Zelltrümmer bei 1.000 g abzentrifugiert und der 
Überstand in ein steriles Falcon-tube überführt. 
Um die Excissionsrate zu bestimmen, wurden 1 µl des Excissionsüberstandes mit 
200 µl E. coli Zellen des Stammes XLOLR (OD600 =1) vermischt und 15 Minuten 
bei 37°C stehend inkubiert. Anschließend wurden 40 µl 5-fach NZY-Bouillon 
zugegeben, so dass die finale Konzentration des Mediums 1-fach war. Es folgte 
nun eine weitere 45-minütige Inkubationszeit bei 37°C auf einem Schüttler. 
Nach dieser Zeit wurden 100 µl, 50 µl, 10 µl und 1µl des Ansatzes mit LB-Medium 
auf ein Volumen von 200 µl aufgefüllt, auf eine LB-Kan-Platte ausgestrichen und 
über Nacht bei 37°C inkubiert. Gegebenenfalls mussten weitere 
Verdünnungsschritte vorgenommen werden, um Einzelkolonien zu erhalten. 
 
2.7.2 DNA 
2.7.2.1 Plasmidisolation 
Um Plasmide aus einer Bakterienkultur zu isolieren, wurde das „Wizard Plus SV 
Minipreps“ Kit der Firma Promega genutzt. Die Aufreinigung erfolgte nach 
Anleitung. 
 
2.7.2.2 Restriktion 
Der Verdau von DNA erfolgte nach Angaben der Enzymhersteller. Dabei wurde 
der mit dem Enzym mitgelieferte Puffer eingesetzt. Die Enzyme stammten von den 
Firmen MBI Fermentas, New England Biolabs und Boehringer Mannheim. Für den 
analytischen Verdau wurde folgender Ansatz als Standard eingesetzt: 
DNA 200 ng-1 µg  x µl 
Puffer (10x)   1 µl 
Enzym (10 U·µl-1)  1 µl 
Wasser   ad 10 µl 
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Die Restriktion wurde bei 37°C für eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wurde das 
Enzym, soweit möglich, durch eine Hitzebehandlung von 20 Minuten bei 67°C 
denaturiert. 
 
2.7.2.3 Gelelektrophorese 
Um DNA-Fragmente verschiedener Größe aufzutrennen, fand die 
Gelelektrophorese Anwendung. Dabei machte man sich die negative Ladung der 
DNA zunutze, um sie in einem Agarosegel durch ein elektrisches Feld in Richtung 
der Anode wandern zu lassen. Sie wurde sowohl für analytische als auch 
präparative Zwecke eingesetzt. Die in dieser Arbeit genutzte Anleitung wurde von 
Sambrook et al. [1989] beschrieben. Der prozentuale Anteil der Agarose in dem 
Gel war je nach Größe der zu trennenden Fragmente zu wählen. Bei Stücken 
unter 1kb Länge empfahl sich ein 1,5% Gel, zwischen 1 kb und 15 kb Basen ein 
1% oder 0,8% Gel. Die Agarose wurde dabei in TAE-Puffer aufgekocht. Um die 
DNA-Banden in dem Gel sichtbar zu machen, wurde der Lösung, nachdem sie auf 
65°C abgekühlt war, Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,1 µg·ml-1 
zugegeben. Dieses interkaliert mit der -Helix der DNA und sendet unter UV-
Strahlung der Wellenlänge 302 nm rötliche Fluoreszenz aus.   
Nachdem das Ethidiumbromid im Gel gut homogenisiert war, wurde die Lösung in 
einen Gelträger gegossen. Im Anschluss wurde noch ein Gelkamm in die 
Flüssigkeit eingesteckt. Nach dem Erkalten des Gels konnte es in die 
Laufkammer, die mit TAE-Puffer gefüllt war, übertragen werden. Dort wurde dann 
der Gelkamm aus dem Gel gezogen. Zu der DNA-Probe wurden 1/4 Volumen 
Blaumarker zugegeben. Der Blaumarker diente zum einen dazu, dass die Proben 
in die Taschen sanken und zum anderen dazu, zu sehen, wieweit die 
Elektrophorese fortgeschritten war. Der Farbstoff lief im Gel wie eine 200 
Basenbande.    
 Zusätzlich zu den Proben wurden 10 µl eines Größenmarkers in eine Geltasche 
eingefüllt. Die Elektrophorese konnte dann bei Raumtemperatur mit  
5 V·cm-1 Elektrodenabstand bis zu der gewünschten Auftrennung durchgeführt 
werden. Anschließend wurde das Gel auf einen UV-Tisch gelegt und mittels einer 
Polaroidkamera fotografiert. 
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50x TAE-Puffer 
Tris     24 g 
Essigsäure    57,1 ml 
EDTA (0,5 M; pH 8,0)   100 ml 
Wasser     ad 1.000 ml 
Blaumarker-Lösung 
10-fach TAE-Puffer   1 ml  
Glycerin     67 ml 
Bromphenolblau   0,1 g 
Wasser     ad 100 ml 
 
2.7.2.4 Isolation von DNA aus Gelen 
Die DNA wurde wie unter 2.7.2.3 beschrieben in einer Elektrophorese getrennt. 
Die gewünschte Bande wurde dann mit einem Deckgläschen aus dem Gel 
ausgeschnitten, gewogen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt.  
Die Isolation der DNA aus dem Gelblöckchen erfolgte nach der entsprechenden 
Anleitung mit dem „Nucleospin-Extract-Kit“ der Firma Macherey & Nagel (Düren).  
  
2.7.2.5 Ligation 
Durch die Ligation werden zwei DNA-Fragmente aneinander gebunden. Dabei gibt 
es zwei Möglichkeiten. Die erste ist die „Sticky-ends-ligation“. Dabei befinden sich 
an den Enden der DNA-Stücke zueinander homologe einzelsträngige Stücke, die 
sich aneinander lagern und dann durch die Ligase verknüpft werden. Diese Art der 
Ligation hat den Vorteil, dass eine gerichtete Ligation möglich ist. Die zweite 
Möglichkeit ist die „blunt-end-ligation“. Dabei werden DNA-Stücke mit glatten 
Enden miteinander verknüpft.  
Ligation in einen Vektor  
Geschnittener Vektor  5 µl 
DNA-Fragment   2,5 µl 
Ligationspuffer (10x)   1 µl 
T4 Ligase (Promega)  1 µl 
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Blunt-End-Ligation für „Genome Walking” (2.7.2.11) 
Genomische DNA   7 µl 
Adaptoren    1 µl 
Ligationspuffer (10x)  1 µl 
T4-Ligase (Promega)  1 µl 
 
Die Ligation erfolgte entweder bei 4°C über Nacht oder für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur. 
 
2.7.2.6 Transformation 
2.7.2.6.1 Herstellung kompetenter Zellen 
Durch die Herstellung sogenannter kompetenter Zellen wird die Aufnahme von 
„nackter“ DNA in die Bakterien drastisch erhöht. Um Zellen zu transformieren, gibt 
es zwei Methoden, zum einen durch einen Elektroschock und zum anderen durch 
einen Hitzeschock. Je nach Methode benötigt man unterschiedlich kompetente 
Zellen. Grundsätzlich wird bei diesen Vorgängen das Wachstum der Zellen in der 
logarithmischen Phase abgestoppt und dann die Zellwand permeabler für DNA 
gemacht. Die Zellen wurden über Nacht in LB-Medium angezogen. Am nächsten 
Tag wurden 200 ml LB-Medium mit 2 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37°C bis 
zu einer O600 von 0,25-0,5 schüttelnd inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden 
zügig bei 4°C durchgeführt. In dieser Arbeit wurde mit chemisch kompetenten 
Zellen gearbeitet. 
 Bei dieser Methode handelte es sich um die Lithiumacetatmethode  nach   
Sambrook et al. [1989]. Die Zellen wurden in einem sterilen, vorgekühlten  Falcon-
tube  10  Minuten  bei  5.000 rpm  geerntet.  Das  Pellet wurde in 30 ml kalter 
TFB1-Lösung gewaschen und wie oben erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden 
anschließend in 4 ml kalter TFB2-Lösung resuspendiert und in Aliquots zu 200 µl 
bei –70°C gelagert. Bevor diese Zellen in einer Transformation eingesetzt wurden, 
mussten sie eine Nacht bei –70°C lagern.  
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TFB1-Lösung 
Kaliumacetat    2,94 g 
Manganchlorid   9,9 g 
Rubidiumchlorid   12,04 g 
Calciumchlorid   1,11 g 
Glycerin    15% 
Wasser    ad 1.000 ml 
Den pH-Wert HCl auf 5,8 einstellen und sterilfiltrieren. 
TFB2-Lösung 
MOPS    2,09 g 
Calciumchlorid   8,32 g 
Rubidiumchlorid   1,21 g 
Glycerin    15% 
Wasser    ad 1.000 ml 
Den pH-Wert mit NaOH auf 6,8 einstellen und sterilfiltrieren. 
 
2.7.2.6.2 Transformation 
Die kompetenten Zellen wurden zügig aufgetaut und 10 Minuten auf Eis gestellt. 
Anschließend wurden 5 µl der zu transformierenden DNA zupipettiert und der 
Ansatz für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Die DNA-Aufnahme in die Zelle erfolgte 
durch einen zweiminütigen Hitzeschock bei 42°C. Die Zellen wurden anschließend 
sofort auf Eis abgekühlt. Zur Regeneration wurden 800 µl LB-Medium zugegeben 
und der Ansatz für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 100 µl, 
250 µl und der Rest auf Selektionsmedium ausplattiert. 
Im Falle der Transformation mit dem pBK-CMV Vektor handelt es sich bei dem 
Medium um LB-Kan-Platten, da auf dem Vektor eine Kanamycinresistenz codiert 
ist.  
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2.7.2.7 Sequenzierung 
Die Sequenzierungen für diese Arbeit wurden von der Firma Seqlab in Göttingen 
und dem Frauenhofer-Institut für Molekulare Biotechnologie in Aachen 
durchgeführt. 
2.7.2.8 DNA-Isolation aus Mycel 
2.7.2.8.1 CTAB-Methode 
Das geerntete Mycel wurde in der Speed-Vac getrocknet. Um die Zellen 
aufzuschließen, wurde das Mycel mit Quarzsand in flüssigem Stickstoff gemörsert. 
Nach Verdampfen des Stickstoffs wurde je ein halber Milliliter der so 
aufgeschlossenen Zellen in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Nun 
wurden zu den Zellen je ein Milliliter CTAB-Lösung und 50 µl Proteinase K-
Stammlösung gegeben. Diesen Ansatz inkubierte man bei 65°C für 1-2 Stunden. 
Nach der Inkubationszeit wurden die Proteine durch Ausschütteln mit einem 
Volumen Chloroform entfernt. Dazu wurden die Proben nach der Zugabe 
gevortext und anschließend bei 14.000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Der 
wässrige Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und mit 1/100 
Volumen RNase A-Stammlösung versetzt und für eine Stunde inkubiert. Nach der 
Inkubationszeit wurde das Enzym durch Ausschütteln mit einem Volumen 
Chloroform und anschließendem Abzentrifugieren entfernt. Die obere wässrige 
Phase enthielt die DNA. Da in dieser Phase auch noch Polysaccharide enthalten 
sein konnten, wurden diese durch Zugabe von Kaliumacetat (Endkonzentration 
1,2 M) ausgefällt und durch Zentrifugation mit 14.000 rpm sedimentiert. Um die 
DNA zu erhalten, gab man ein Volumen eiskaltes Isopropanol hinzu und ließ sie 
für mindestens zwei Stunden, besser über Nacht bei –20°C fällen. Nach der 
Fällung wurde die DNA bei 14.000 rpm bei 4°C für 20 Minuten pelletiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. Zur 
Lagerung wurde das Pellet in 20 µl TE-Puffer oder Wasser resuspendiert und bei 
–20°C gelagert. Sollte der Reinheitsgrad der DNA nicht ausreichend sein, konnte 
sie noch durch eine Miniprep (siehe 2.7.2.1) weiter gereinigt werden.  
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CTAB-Lösung 
Sorbitol      2,5% 
N-lauryl Sarcosin (Sarkosyl)   1%   
Cetryl-trimethyl-ammoniumbromid (CTAB) 0,8%  
NaCl        4,7%  
NA-EDTA       1%  
Polyvinylpyrrolion      1%  
Als Lösungsmittel diente Tris/HCl-Puffer pH 8.  
 
Proteinase K-Stammlösung 
10 mg Proteinase K wurden in 1 ml TE-Puffer gelöst. 
Diese Lösung wurde bei –20°C gelagert. Sollte diese Lösung auch bei anderen, 
sterilen Versuchen eingesetzt werden, musste sie sterilfiltriert werden. 
 
100 µg RNase A in einem Milliliter TE-Puffer 
 
2.7.2.8.2 Methode nach Koenraadt et al. [1992] 
Für die Aufreinigung wurden 15-20 g Mycel geerntet. Dieses wurde mit flüssigem 
Stickstoff eingefroren und zu einem feinen Puder gemörsert. Anschließend wurde 
es in 50 ml Extraktionspuffer aufgenommen und gevortext. Nachdem eine 
homogene Suspension entstanden war, wurde Proteinase K (20 mg·ml-1 in 
Wasser) zugegeben und der Ansatz für zwei Stunden bei 65°C inkubiert. Als 
folgender Aufreinigungsschritt wird eine Phenol-Chloroform-Extraktion 
durchgeführt. 
 
2.7.2.9 Phenol-Chloroform-Extraktion 
Um DNA von Proteinen oder anderen Verunreinigungen zu befreien, wurde eine 
Phenol-Chloroform-Extraktion durchgeführt. Dazu wurde das Volumen der zu 
reinigenden Probe auf 200 µl mit A. dest. aufgefüllt. Ist das Probenvolumen 
größer, wurde die vorhandene Menge eingesetzt. Dann wurde ein Volumen 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI) im Verhältnis 25:24:1 zugegeben und 
vorsichtig geschüttelt. Die beiden Phasen wurden durch Zentrifugation bei 8.000 
rpm in einer Tischzentrifuge für 5 Minuten getrennt. Die obere, wässrige Phase 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit Chloroform-Isoamylalkohol 
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(CI) im Mischungsverhältnis 24:1 erneut ausgeschüttelt. Die beiden Phasen 
wurden wieder durch Zentrifugation getrennt. In der oberen, wässrigen Phase 
befindet sich die DNA. Diese Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt 
und die DNA mit 1 ml  eiskaltem Ethanolreinst bei –70°C für mindestens 15 Minuten 
ausgefällt. Die ausgefallene DNA wurde bei 4°C und 15.000 rpm 20 Minuten 
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und 
anschließend in TE-Puffer pH 8 gelöst. 
2.7.2.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Bei der PCR handelt es sich um eine Methode, bei der in vitro definierte 
Nukleinsäurestücke bis zu einer Größe von 20 kb selektiv und schnell amplifiziert 
werden können [Saiki et al., 1985]. Dazu wurde die doppelsträngige DNA 
zunächst degeneriert. Nun ließ man zwei Oligonukleotide (Primer), die homolog zu 
den Enden der Ziel-DNA sind, an den Einzelsträngen hybridisieren (Annealing). 
Das Stück zwischen den Primern wurde dann durch das Enzym Polymerase 
aufgefüllt (Elongation). Diese Schritte wurden mehrfach wiederholt und so die 
DNA exponentiell amplifiziert. 
Je nach Länge des zu amplifizierenden Stücks waren unterschiedliche 
Versuchsansätze nötig. Für Stücke mit einer Länge bis 2 kb wurde das Enzym 
Taq-Polymerase von MBI Fermentas eingesetzt. Später wurden diese Reaktionen 
mit dem RedTaq-ReadyMix der Firma Sigma durchgeführt. Um längere Stücke zu 
amplifizieren, wurde das Enzym AccuTaq der Firma Sigma eingesetzt. 
Standard-Reaktionsansatz (25 µl) für Stücke bis 2 kb Länge 
MBI-Taq 
Wasser   16 µl 
Primer1 (25 µM)  0,5 µl 
Primer2 (25 µM)  0,5 µl 
dNTP`s (je 10 mM)  1,5 µl 
MgSO4   2,5 µl 
Puffer    2,5 µl 
DNA    1 µl 
Taq    0,5 µl 
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 RedTaq-Readymix (25 µl Ansatz) 
Mix    12,5 µl 
Primer1 (25 µM)  0,5 µl 
Primer2 (25 µM)  0,5 µl 
DNA    1 µl 
Wasser   10,5 µl 
Standardansatz (25 µl) für Stücke über 2 kb Länge 
Wasser   18,5 µl 
AccuTaq-Puffer  2,5 µl 
DMSO   0,5 µl 
Primer1 (25µM)  0,5 µl 
Primer2 (25µM)  0,5 µl 
DNA    1 µl 
AccuTaq   0,25 µl 
Die Programme des Thermocyclers waren je nach PCR unterschiedlich. Die 
Sequenz der Primer gab vor, bei welcher Temperatur sie am besten hybridisieren.  
Je höher die Annealingtemperatur war, umso spezifischer banden sie. Die in 
dieser Arbeit designten Primer für eine Two-Step-PCR konnten bis zu einer 
Temperatur von 67°C hybridisieren. Dadurch konnte die Annealing-Temperatur 
und die Elongationstemperatur identisch gewählt werden. Die Primer für eine 
Dreischritt-PCR banden bei Temperaturen bis 62°C. Eine weitere Variable war die 
Elongationszeit. Als Grundregel galt, dass die Polymerase eine Minute für 1 kb 
Basen benötigt.   
Eingesetzte Primer 
1) T7     TAATACGACTCACTATAGGG 
2) T3     ATTAACCCTCACTAAAG 
3) VentAW3For   CTCTTGACCCATCAAGCTCTTTACTGA 
4) VentAW3ForNest  AAAAGAGTGTAAGAGCACCATGTCCAC 
5) VentAw4Rev   TCAGTAAAGAGCTTGATGGGTCAAGAG 
6) VentAW4RevNest  GTGGACATGGTGCTCTTACACTCTTTT 
7) EsterPosCtrlRev2  AAATTGAAGCATGACAGCACTTC  
8) GenomFor   GATTTGATTGACAGTAGTTTTGGT 
9) GenomRev   GAGGCTCCTCGAAAACCAC 
10) Adaptorprimer AP1  GTAATACGACTCACTATAGGGC 
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11) Adaptorprimer AP2 (nest) ACTATAGGGCACGCGTGGT 
12) EsterPosCtrlRev  GAAGTGCTGTCATGCTTCAATTT 
 9 
 
 
Abb.10
Die Primer T7 und T3 waren Seq
(T7) und kurz nach (T3) der  „m
Adaptorprimer wurden im „Genome
Das Programm für die Dreischritt-P
 Denaturierung 3  m
 Amplifikation  30 s 
    30 s 
    2 m
    7  m
      
Das Programm für die 2-Step-PCR 
 Denaturierung 3 m
 Amplifikation  30 s 
    6  m
    7 m
      
 
Die 2-Step-PCR wurde für das „Gen
PCR dazu diente, das Gen aus dem
 
2.7.2.11 Genome Walking 
Durch die Technik des Genome Wa
vor bzw. nach einer schon bekan
durch diese Technik die Promotor
bestimmt und charakterisiert werde
GenomeWalkerTMKit der Firma Clo
- 
5 6 7 
2 Esterase Gen 5`: Position der Primer 
uenzierprimer, die in vielen Vektoren kurz vor 
ultiple cloning site“ hybridisieren. Die beiden 
 Walking“ eingesetzt. 
CR lautete 
in 95°C 
95°C 
58°C      x40  
in 72°C 
in 70°C 
4°C 
lautete 
in 95°C 
95°C 
in 67°C 
in 67°C 
4°C 
ome Walking“ eingesetzt, während die 3-Step-
 Vektor und aus dem Genom zu amplifizieren.  
lking werden DNA-Sequenzen identifiziert, die 
nten Sequenz liegen. In dieser Arbeit sollten 
region und die Terminatorregion eines Gens 
n. Die Versuche wurden nach Anleitung des 
netech (Franklin Lakes, USA ) durchgeführt. 
4 3 8 
0-3`x41
Material und Methoden    53 
 
Dazu wurde die genomische DNA in verschieden große Stücke, blunt ends, 
zerschnitten. An die Schnittkanten wurden DNA-Fragmente, sogenannte 
Adaptoren, ligiert, deren Sequenz bekannt ist.  Dadurch war es möglich, die 
beiden für eine PCR benötigten Primer zu designen. Ein Primer band an den 
Adaptoren und der zweite Primer in der bekannten Sequenz des Genoms. Das 
dazwischen liegende DNA-Stück konnte nun mittels PCR amplifiziert werden. Um 
eine höhere Spezifität zu erhalten, wurde eine sogenannte Nested-PCR 
durchgeführt. Dabei wurde das PCR-Produkt aus der ersten PCR 1/50 verdünnt 
und als Template für eine zweite eingesetzt, bei der Primer verwendet wurden, die 
zwischen den ersten Primern liegen. Durch anschließende Sequenzierung der 
PCR-Produkte erhielt man die gewünschten Sequenzen vor und nach dem 
bekannten DNA-Stück. Parallel zu den eigenen Versuchen wurde eine DNA-Probe 
zur Firma BioST nach Kanada geschickt, die einen APATM Walking Service 
anbieten, der diesem Versuch entspricht. 
Zunächst wurde die DNA aus Mycel isoliert (siehe 2.7.2.8) und mit verschiedenen 
Enzymen geschnitten. Die Restriktion der DNA erfolgte wie unter 2.7.2.2 
beschrieben. Bei den gewählten Enzymen handelte es sich um blunt end 
schneidende 6er-cutter, die keine Erkennungssequenz im bekannten Genstück 
haben. Eingesetzt wurden EcoRV, Bfbr1, MSS1 und Dra1. 
Nach dem Verdau wurden an die Enden der DNA die Adaptoren ligiert (siehe 
2.7.2.5)  
Die Sequenz der Adaptoren: 
5`-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT-3` 
Die für die PCR nötigen Primer wurden mit Hilfe des Online-Pogramms Primer3 
designed. Die genspezifischen Primer sind VentAW3For, VentAW3Fornest, 
VentAW4Rev und VentAW4RevNest. Weiterhin werden die Adaptorprimer AP1 
und AP2 benötigt.  
Die durchgeführte PCR war eine 2-Step-PCR, die unter 2.7.2.10 beschrieben 
steht. Anschließend wurden die PCR-Produkte durch eine Gelelektrophorese 
(2.7.2.3) aufgetrennt, die entsprechende Bande ausgeschnitten und aufgereinigt. 
Falls nur eine Bande vorhanden war, kann das PCR-Produkt auch direkt mit dem 
DNA-Extraction Kit der Firma Macherey & Nagel (2.7.2.4) aufgereinigt werden. Die 
so behandelte DNA konnte dann mit den Nested-Primern sequenziert werden. 
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2.8 Proteine 
2.8.1 Proteinisolation 
2.8.1.1 Proteinisolation aus Bakterien 
Um das Protein von Venturia, das auf dem pBK-CMV-Vektor codiert ist, zu 
expremieren, wurde der Bakterienstamm mit diesem Vektor in LB–Medium mit 
Kanamycin angezogen. Aus dieser Vorkultur wurden 100 ml LB–Medium mit 
Kanamycin und 2 mM IPTG angeimpft und bei 37°C schüttelnd bis zur stationären 
Phase inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen bei 5.000 rpm in der 
Megafuge für fünf Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Enzympuffer 
resuspendiert, in ein 2 ml Eppendorfreaktionsgefäß überführt, auf Eis abgekühlt 
und mit einem Ultraschallstab dreimal 30 Sekunden auf Eis aufgebrochen. Die 
Zelltrümmer wurden mit einer Tischzentrifuge bei 14.000 rpm für 10 Minuten vom 
Überstand abgetrennt. Dieser wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Das 
so gewonnene Protein konnte in Aktivitätstests und in SDS-PAGEs  (siehe 2.8.2) 
eingesetzt werden.     
   
2.8.1.2 Proteingewinnung aus Zellwänden 
Um die Proteine aus der Sporenzellwand zu lösen, wurden 1,5 Mio. Ascosporen 
oder Konidien in 50 µl Lämmlipuffer aufgenommen und zunächst 20 Minuten bei 
60°C und dann zwei Minuten bei 95°C inkubiert. Danach wurden die Sporen 
abzentrifugiert (14.000 rpm für 10 Minuten), 5 µl des Überstandes in einer SDS-
PAGE aufgetrennt und dann in einen Westernblot eingesetzt.    
 
2.8.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)  
Die SDS-PAGE ist eine Methode, mit der denaturierte Proteine nach der 
apparenten Größe in einem Gel aufgetrennt werden können. Die Denaturierung 
erfolgt durch die Anlagerung von Natriumdodecylsulfat (SDS) an die 
Hydroxylgruppen des Proteins. Dadurch erhält es eine negative Ladung, die 
proportional zur Größe des Proteins ist. Durch diese Ladung ist nun eine 
Auftrennung im elektrischen Feld möglich.  
Die Gelmatrix ist ein Polymer aus Acrylamid und Bisacrylamid. Um eine scharfe 
Auftrennung der Proteine zu erhalten, besteht das Gel aus zwei verschiedenen 
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Untereinheiten, dem Sammelgel und dem Trenngel. Dabei ist die 
Zusammensetzung des Sammelgels immer gleich, während die des Trenngels 
unterschiedlich sein kann. Den Vernetzungsgrad des Gels bestimmt das 
Verhältnis der beiden Monomere. Je größer die zu trennenden Proteine sind, 
umso geringer sollte der Vernetzungsgrad im Gel sein. Das Sammelgel hat einen 
niedrigen Vernetzungsgrad. Dadurch durchlaufen es die Proben zügig. An der 
Trennschicht zwischen den beiden Gelen werden die Proteine etwas gestoppt und 
in einer schmalen Bande gesammelt. Somit sind nach der Auftrennung im 
Trenngel schärfere Banden zu sehen.  Für die Auftrennung der Proteine aus der 
Sporenwand wurde ein 12% Gel gewählt. 
Bei den eingesetzten Gelkammern handelte es sich um Minigelkammern der 
Firma Hoefer, für die 10 ml Ansatz pro Trenngel benötigt werden.  
Alle Arbeiten mit Acrylamid mussten mit Handschuhen durchgeführt werden, da 
Acrylamid eine cancerogene Wirkung hat. 
Für das 12% Trenngel 
H2O      3,3 ml   
30% Acryl-Bisacrylamid-Lösung  4,0 ml   
1,5 M Tris-Puffer (pH8)  2,5 ml   
10% SDS – Lösung   0,1 ml   
10% Ammoniumpersulfat (APS) 0,1 ml   
TEMED    0,004 ml  
Sammelgel (4 ml) 
H2O      2,7 ml   
30% Acryl-Bisacrylamid-Lösung  0,67 ml  
1,5 M Tris (pH 8,8)   0,5 ml   
10% SDS – Lösung   0,04 ml   
10% APS     0,04 ml   
TEMED     0,004 ml  
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10% SDS – Lösung 
10 g Natriumdodecylsulfat in 100 ml destilliertem Wasser lösen.  
Da SDS gesundheitliche Schäden hervorrufen kann, muss beim Abwiegen 
zusätzlich zu den Handschuhen eine Atemmaske getragen werden. 
 
2.8.2.1 Herstellung der Gele 
Als Erstes wurden die Glas- und die Aluminiumplatten (Hoefer), zwischen denen 
das Gel gegossen wird, mit 70% Ethanol gründlich von Fett und Staub befreit. 
Danach wurde die Gießkammer zusammengebaut. Die eingesetzten Spacer 
haben eine Dicke von 1 mm. Waren die Kammern fertig, wurde die Gellösung bis 
auf das APS zusammenpipettiert und gut vermischt. Das APS diente als 
Polymerisationsstarter und wurde erst direkt vor dem Gießen der Gele zugegeben. 
Nach der Zugabe wurde die Lösung zügig vermischt und dann gleichmäßig in die 
Gießkammer eingefüllt. Da der Sauerstoff aus der Luft die Polymerisation hemmt, 
sollte das Vermischen der einzelnen Komponenten möglichst ohne Lufteintrag 
durchgeführt werden. Aus dem selben Grund wurde das gegossene Gel vorsichtig 
mit Wasser überschichtet. Die Polymerisation dauerte je nach Temperatur und 
Vernetzungsgrad zwischen 20 Minuten und einer Stunde. Nachdem das Gel fest 
geworden war, wurde das Wasser abgegossen. Die Komponenten des 
Sammelgels wurden genauso vermischt wie die des Trenngels. Um die 
Geltaschen leichter sichtbar zu machen, kann dem Gel noch dieselbe Menge an 
Bromphenolblaulösung (4 mg·ml-1 H2O) wie APS zugegeben werden. Direkt vor 
dem Gießen wurde wiederum das APS als Polymerisationsstarter zugegeben. 
Nach dem Einfüllen der Lösung in die Kammer wurden die Probenkämme 
vorsichtig in die Flüssigkeit eingesteckt, die dann polymerisierte. Die so gefertigten 
Gele konnten in feuchtem Papier mehrere Tage bei 4°C gelagert werden. 
 
2.8.2.2 Auftrennung der Proteine 
Die fertigen Gele wurden in die Laufkammer übertragen und diese mit Laufpuffer 
befüllt. Nun konnten vorsichtig die Kämme aus den Gelen gezogen werden. Bevor  
die Proben aufgetragen wurden, wurden die Taschen mit einer Spritze kurz 
durchgespült, um eventuelle Verunreinigungen zu entfernen.  Damit die Proben 
gut in die Taschen einsanken und der Trennverlauf gut zu erkennen war, wurden 
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10 µl der Proben mit 2,5 µl 4-fach Lämmli-Puffer vermischt und fünf Minuten auf 
95°C erhitzt. Anschließend konnten sie in die Geltaschen einpipettiert werden. Als 
Größenstandard wurden 10 µl des Kaleidoskopmarkers der Firma BioRAD 
aufgetragen. 
Nach dem Auftragen der Proben wurde die Kammer verschlossen. Dabei ist auf 
die richtige Polung der Elektroden zu achten. Da die Proteine durch das SDS 
negativ geladen waren, wanderten sie zur Anode. Pro Gel wurde eine Spannung 
von 40 mA angelegt. Die Auftrennung war abgeschlossen, wenn die Markerbande 
bis kurz vor den Pufferspiegel gelaufen war. 
4-fach Lämmli-Puffer 
Tris/HCl pH 6,8   2 ml   
Glycerol     4 ml   
20% SDS     4 ml   
Mercaptoethanol    800 µl   
Bromphenolblau    3 mg   
10x Laufpuffer 
SDS     10 g 
Tris     30,3 g    
Glycin     144,1 g  
Aqua dest.     ad 1.000 ml   
Lagerung bei Raumtemperatur 
 
2.8.2.3 Färbung der Proteingele 
Um die aufgetrennten Proteinbanden in dem Gel zu visualisieren, wurde das Gel 
angefärbt. Dazu gab es verschiedene Möglichkeiten, die sich in der Sensitivität 
und in der Reversibilität unterscheiden. Hier wurde die Zinkfärbung und die 
Coomassiefärbung angewendet. 
 
2.8.2.3.1 Zinkfärbung 
Die Zinkfärbung hat den Vorteil, dass sie das Gel und nicht die Proteine anfärbt, 
sehr sensitiv und reversibel ist, sodass das Gel nach der Färbung noch in einen 
Westernblot eingesetzt werden konnte. 
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Für die Färbung wurde das Gel in Wasser 30 bis 90 Sekunden gewaschen. 
Anschließend wurde es in eine Imidazollösung überführt und dort für 5 – 15 
Minuten inkubiert. Aus der Imidazollösung wurde das Gel dann direkt in eine 
Zinklösung gelegt und solange leicht geschwenkt, bis Banden zu sehen waren. Da 
sich das Gel weiß färbt, empfahl es sich, diesen Vorgang auf einem schwarzen 
Hintergrund durchzuführen. Um die Färbung abzustoppen, wurde das Gel dreimal 
für fünf Sekunden in Wasser gewaschen. 
Imidazollösung 
Imidazol    13,62 g  
SDS     0,1%  
Wasser   ad 1.000 ml 
Zinklösung 
Zinksulfat Heptahydrat 57,51 g  
Wasser   ad 1.000 ml 
 
2.8.2.3.2 Coomassie-Färbung 
Das Gel wurde für 15 – 20 Minuten in der Färbelösung angefärbt. Anschließend 
wurde es in die Entfärbelösung überführt. Diese wurde nach 15 – 20 Minuten 
einmal gewechselt. Danach verblieb das Gel über Nacht bei leichtem Schütteln in 
dieser Lösung. Am nächsten Morgen wurde das Gel aus der Entfärbelösung 
genommen und in Wasser aufbewahrt. Die so angefärbten Gele konnten 
getrocknet oder im feuchten Zustand in Folie eingeschweißt werden. 
Färbelösung 
Coomassie Brilliant Blue (R250)  2,5 g 
Methanol      500 ml  
Essigsäure      100 ml   
Aqua dest.     400 ml   
Entfärbelösung 
Methanol      500 ml   
Essigsäure     100 ml 
Aqua dest.     400 ml   
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2.8.3 Westernblot 
In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Typen des Westernblots eingesetzt, 
der Semidry – Blot, um Proteine nach einer SDS-PAGE zu übertragen und ein Dot 
Blot, um die einzelnen Klone aus der cDNA-Bank nach der Massenexcission zu 
screenen. 
2.8.3.1 Semidry-Blot 
Bei einem Semidry-Blot werden im Gel aufgetrennte Proteine auf eine 
Nitrocellulosemembran übertragen und dort fixiert. Das hier eingesetzte Verfahren 
ist ein Semidry-Blot der Firma Pharmacia Biotech mit dem Namen „Multiphore II“. 
Wurde das Gel nach der Elektrophorese mit Zink angefärbt, musste es vor dem 
Transfer in Blottingpuffer entfärbt werden. Für den Blot wurden sechs Stücke 
Whatmanpapier mit derselben Größe wie das Gel und eine ebenso große 
Nitrocellulosemembran benötigt. Die Membran durfte nur mit Handschuhen 
berührt werden, um Verunreinigungen durch die Haut zu vermeiden. Weiterhin 
mussten Knicke oder andere Abdrücke, wie z.B. durch Pinzetten, vermieden 
werden, da sie später bei der Antikörperbehandlung störende Signale verursachen 
könnten.  
Um den Blot aufzubauen, wurden alle beteiligten Komponenten mit Blottingpuffer 
durchtränkt. Als erstes wurden drei Lagen Whatmanpapier auf die untere 
Elektrode, die Kathode, der Blottingkammer gelegt. Wichtig war, dass zwischen 
keiner Lage des Blots Luftblasen eingeschlossen wurden, da diese eine 
isolierende Wirkung haben und somit an diesen Stellen kein Proteintransfer 
stattfinden konnte. 
Auf das Papier wurde nun die Membran aufgelegt, auf die wiederum das Trenngel 
aus der SDS–PAGE gelegt wurde. Den Abschluss bildeten erneut drei Lagen aus 
Whatmanpapier. Auf diesen „Sandwich“ wurde nun die zweite Elektrode, die 
Anode, gelegt und angeschlossen. Der Transfer dauerte 90 Minuten. Die 
Spannung sollte 0,8 mA·cm-2 Membran betragen. Ob der Transfer erfolgreich war, 
sah man zum einen an den Banden des vorgefärbten Markers auf der Membran 
und zum anderen konnte er durch eine Ponceau-Färbung getestet werden.  
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Blotting – Puffer 
Tris     1,89 g   
Glycin    9,01 g   
Methanol    200 ml   
Aqua dest.   ad 1.000 ml  
 
2.8.3.1.2 Ponceaufärbung 
Die Membran wurde nach dem Blot fünf Minuten in die Ponceau–Färbelösung 
gelegt. Das Entfärben erfolgte im Anschluss durch Wasser. Zuerst entfärbte sich 
das Gel, so dass rote Proteinbanden zu erkennen waren, die sich dann auch 
entfärben. Nach der vollständigen Entfärbung konnte die Membran im Anschluss 
mit Antikörpern behandelt werden. 
Ponceau – Färbelösung 
Ponceau S    0,2%    
in 3% (V/V) Essigsäure 
  
2.8.3.2 Dot-Blot 
Das Dot-Blot Verfahren ermöglichte es, eine große Anzahl verschiedener Proben 
nebeneinander auf einer Membran zu screenen. Dabei wurde eine Membran in 
eine Dot–Blot Apparatur der Firma Schleicher & Schuell (Düren) eingespannt. In 
diesem Gerät befanden sich 96 Kammern, die durch die Membran auf einer Seite 
verschlossen waren. Auf der Unterseite der Kammer konnte mittels einer 
Wasserstrahlpumpe ein Unterdruck erzeugt werden. Durch diesen Unterdruck 
wurden Proben, die in die Öffnungen pipettiert wurden, durch die Membran 
gezogen. Die in der Lösung enthaltenen Proteine blieben an der Membran hängen 
und konnten dann mit Antikörpern behandelt werden. 
 
2.8.3.2.1 Aufreinigung des Blutserums 
Da die Antikörper-Versuche mit einem polyklonalen Mausserum durchgeführt 
wurden, in dem auch Antikörper gegen Bakterienproteine enthalten waren, musste 
das Serum für die Blots von diesen Antikörpern befreit werden. Dazu wurde der 
Bakterienstamm XLOLR ohne Plasmid in LB-Medium angezogen. Von dieser 
Kultur wurde eine Petrischale (10x10 cm) mit LB-Agar, auf die eine 
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Nitrocellulosemembran gelegt wurde, mit 3 ml angeimpft und bei 37°C über Nacht 
inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Membran abgenommen und zwei Stunden in 
eine Schale mit PBS-Puffer überführt, in die 10 mg Lysozym gegeben wurde. 
Durch das Enzym wurden die Bakterienzellwände zerstört und die freiwerdenden 
Proteine banden an die Membran. Im Anschluss an den Verdau wurden noch 
anhaftende Zellreste von der Membran entfernt. Vor der Antikörperzugabe musste 
die Membran noch wie unter 2.8.3.2.2 geblockt werden. Nach dem Blocken 
wurden 10 ml frische Blockierungslösung mit 10 µl Blutserum vermischt und auf 
die Membran gegeben und wie unter 2.8.3.2.2.2 beschrieben inkubiert. Durch 
diese Behandlung wurden die bakterienspezifischen Antikörper aus dem Serum 
entfernt. Der Überstand konnte abgenommen und in Westernblots eingesetzt 
werden. 
 
 2.8.3.2.2 Antikörperinkubation 
Die Membran wurde für zwei Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4°C über 
Nacht mit 20 ml Blockierungslösung blockiert. Im Anschluss daran wurde die  
Blockierungslösung gegen 10 ml einer frischen ausgetauscht, in die 1 µl der 
Antikörperlösung gegeben wurden. Dies ließ man wiederum bei 4°C über Nacht 
oder zwei Stunden bei Raumtemperatur leicht schütteln. Diese Lösung konnte ca. 
fünfmal wiederverwendet werden. Nach dem Abgießen der Lösung wurden 
überschüssige Antikörper durch drei Waschschritte entfernt. Dazu wurde die 
Membran zunächst fünf, dann zehn und zum Schluss 15 Minuten mit 50 ml PBST-
Puffer geschüttelt. Nach diesen Schritten wurde die Membran mit dem zweiten 
Antikörper, hier ein Antimaus-Antikörper, der aus Ziegen gewonnen wurde und mit 
einer Alkalischen Phosphatase gekoppelt ist, inkubiert. Dafür wurde 1 µl dieses 
Antikörpers in 10 ml Blockierungslösung verdünnt und auf die Membran gegeben. 
Auch dieser Schritt wurde wie der erste Antikörper inkubiert und danach ebenso 
gewaschen. Die Lösung des zweiten Antikörpers konnte ebenfalls mehrfach 
wiederverwendet werden. 
Um die Interaktion der Antikörper zu visualisieren, wurde die Membran in 10 ml 
PBST gegeben, der 100 µl einer NBT-BCIP-Lösung beigemischt wurden. Dies 
wurde nun leicht geschüttelt, bis sich dunkelbraune Banden auf der Membran 
zeigten. Die Farbreaktion wurde dann in einer Stopp-Lösung abgebrochen. 
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NBT-BCIP-Lösung 
NBT (Nitro-blau-tetrazoliumchlorid)    18,8 mg·ml-1  
 
BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-phosphat Toluidinsalz) 9,4 mg·ml-1  
in 67% DMSO 
Stopp-Lösung 
EDTA    7,44 g  
PBS-Puffer   ad 1.000 ml 
 
2.8.3 Esteraseaktivitätstest 
Um die Esteraseaktivität des Proteinextraktes zu bestimmen, wurde die Kinetik der 
Spaltung von p-Nitrophenylacetat bei 30°C photometrisch bei 346 nm 
aufgenommen. Dazu wurde der Küvettenhalter am Photometer auf 30°C 
temperiert.  
Zu 1 ml Substratpuffer wurden 50 µl Enzymlösung gegeben und sofort die 10- 
minütige Messung begonnen. Dabei wurde alle 10 Sekunden ein Messwert 
genommen.  Die so gewonnenen Messwerte wurden gegen einen Nullwert, 
Substratpuffer mit Protein von Bakterien mit dem leeren pBK-CMV-Vektor, 
abgeglichen. Die so bereinigten Werte wurden in einen Graphen mit der 
Extinktionsänderung zur Zeit übertragen. Die Steigung des Graphen entsprach der 
Aktivität. Diese wurde dann noch auf den Gesamtgehalt an Protein in der Probe 
bezogen.  
Um eine Eichgerade zu erstellen, wurde eine gekaufte Esterase aus Rhizopus 
oryzae der Firma Fluka eingesetzt. Zunächst wurde eine Stammlösung der 
Konzentration 25 mg·ml-1 Wasser angesetzt. Von dieser Stocklösung wurden 
jeweils 10 µl,  20 µl, 30 µl, 40 µl und 50 µl zu 1 ml Substrat gegeben und wie oben 
beschrieben gemessen.  
 
2.8.3.1 Bestimmung des Gesamtproteingehalts nach Bradford 
Um den Gesamtproteingehalt der Proben zu bestimmen, wurden 100 µl des 
Überstandes (siehe 2.8.1.1) mit 5 ml Färbelösung vermischt und für drei Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Extinktionsänderung bei 
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595 nm photometrisch gemessen. Die Proben wurden alle auf eine 
Extinktionsänderung von 1 umgerechnet [Bradford, 1976]. 
Färbelösung 
Coomassie Brilliant Blue G-250 100 mg    
95% Ethanol     50 ml     
85% Phosphorsäure   100 ml    
Wasser     ad 1.000 ml    
 
2.8.3.2 Cutinase 
Um zu testen, ob es sich bei dem Enzym um eine Cutinase handelte, sollte Cutin 
isoliert, mit dem Enzym behandelt und dann der Überstand nach freigewordenen 
Hydroxyfettsäuren untersucht werden. 
 
2.8.3.2.1 Isolation von Cutin  
Das für diese Versuche isolierte Cutin stammte von der Apfelschale. Dazu wurden  
2 kg Äpfel geschält. Diese Schalen wurden in einer Lösung von Oxalsäure (4 g·l-1 
Wasser) und Ammoniumoxalat (16 g·l-1 Wasser) gekocht. Dadurch wurde das 
Pektingerüst gelöst und Reste vom Fruchtfleisch und Epidermiszellen konnten von 
der Schale entfernt werden. Das Cutin konnte nun durch ein Sieb von dem 
„Apfelmus“ abgetrennt werden. Um die auf dem Cutin aufgelagerte Wachsschicht 
zu entfernen, wurden die Cutinstreifen in einer Lösung aus Chloroform und 
Methanol (2 :1 v/v) über Nacht inkubiert. Nach dieser Behandlung wurden die 
Streifen in einem Soxhlet für 24 Stunden mit Chloroform extrahiert. Anschließend 
wurden die Streifen getrocknet, um sie dann mit einer Lösung aus Trichoderma 
viride Cellulase (5 g·l-1 Wasser) und einer Pektinase  aus Aspergillus niger (1 g·l-1) 
in 0,05 M Acetatpuffer pH 4 für 14 Stunden bei 30°C zu inkubieren. Um alle 
möglichen Fremdstoffe zu entfernen, wurde das Cutin noch dreimal mit Wasser 
gewaschen und dann getrocknet.  
 
2.8.3.2.2 Ultrazentrifugation 
Das Cutin sollte mit dem Überstand aus der Proteinisolation (siehe 2.8.1.1) 
inkubiert werden. Für diesen Versuch wurden 200 ml Kultur angesetzt. Damit 
durch die Membranen der Bakterien keine zusätzlichen Hydroxyfettsäuren in den 
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Überstand des Cutinaseverdaus gelangen, mussten diese vor dem Versuch 
eliminiert werden. Dies geschah durch eine Ultrazentrifugation des Proteinisolates 
für eine Stunde bei 45.000 g. Der Rotor durfte nach Ende der Zentrifugation 
gebremst werden, da es sich bei den Zellmembranstücken um ein festes Pellet 
handelt. Nach dem Pelletieren der Membranen wurde der Überstand 
abgenommen. Bevor er in den Cutinasetest eingesetzt wurde, wurde die 
Esteraseaktivität bestimmt (siehe 2.8.3). 
 
2.8.3.2.3 Verdau des Cutins 
Der Überstand aus der Ultrazentrifugation wurde mit Enzympuffer (siehe 2.8.3) auf  
8 ml aufgefüllt und in vier 2 ml-Reaktionsgefäße aufgeteilt. Zwei dieser Gefäße 
wurden 20 Minuten bei 80°C zur Deaktivierung des Enzyms behandelt. In jedes 
der vier Gefäße kam ein Streifen Cutin. Dies ließ man über Nacht bei 30°C 
inkubieren. Danach wurde ein Nachweis der Hydroxyfettsäuren durchgeführt. 
 
2.8.3.2.4 Nachweis der Hydroxyfettsäuren 
Der gaschromatographische Nachweis der Hydroxyfettsäuren wurde von der 
Arbeitsgruppe Dr. Dagmar Weier am Institut für Biologie I (Botanik) der RWTH 
Aachen nach der Methode von Blight und Dyer [1959] durchgeführt. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Gewinnung von infiziertem Blattmaterial 
Die Gewinnung einer großen Anzahl hochreiner Sporen war eine zentrale Aufgabe 
dieser Arbeit. Um dies zu erreichen, wurden viele mit Venturia inaequalis infizierte 
Blätter benötigt, auf denen sich dann die Pseudothecien bilden konnten, die die 
Ascosporen enthielten. Die hochreinen Ascosporen wurden gebraucht, um die für 
den Pathosensor benötigten Antikörper zu erhalten. Das Immunsystem von 
Mäusen wurde durch die Injektion von Ascosporen dazu gebracht, Antikörper 
gegen Venturia zu produzieren. Die Oberflächen verschiedener Venturia-Stämme 
könnten durchaus unterschiedliche Antigene aufweisen. Daher war es nötig, die 
Ascosporen, die für die Entwicklung der Antikörper eingesetzt wurden, von 
natürlich vorkommenden Venturia-Stämmen zu isolieren. Die Produktion von 
Ascosporen in vitro war somit keine Möglichkeit, den Sporenbedarf zu decken. Die 
Haltung des Pilzes in künstlichen Medien und die Aufreinigung aus diesen Medien 
könnte zu Veränderungen an der Sporenoberfläche führen. Somit wären die mit 
diesen Sporen produzierten Antikörper nicht für einen Einsatz im Feld geeignet, da 
die Antigene auf den Sporen möglicherweise differieren würden. Der hier zu 
entwickelnde Sensor sollte praxisnah entwickelt werden und daher wurden für die 
Gewinnung der Ascosporen mit Venturia infizierte Blätter aus einer Apfelplantage 
verwendet. Freundlicherweise wurde uns gestattet, die Blätter auf dem Bayer 
Versuchsgut Höfchen in Dormagen zu sammeln. Dort gibt es Parzellen mit 
schorfanfälligen Sorten, die seit Jahren nicht mit Fungiziden behandelt wurden 
und somit auch auf Grund von Sekundärinfektionen einen starken Schorfbefall 
aufwiesen. Herr Prof. Scheinpflug untersuchte in den Saisons 2001/02 und 
2002/03 die Apfelsorten Golden Delicious, Jonagold, Boscop, Cox Orange, Elstar 
und Gloucester auf die Anzahl der auf den toten Blättern gebildeten 
Pseudothecien. Er fand heraus, dass auf den Blättern der Sorte Golden Delicious 
die meisten Fruchtkörper gebildet wurden. Weitere hohe Pseudothecienanzahlen 
konnten auf den Blättern von Gloucester und Jonagold gefunden werden. Den 
schlechtesten Besatz zeigten die Blätter der Sorte Elstar (siehe Anhang Tabelle 
15). Die für die Ascosporengewinnung gesammelten Blätter stammten von den 
Apfelsorten Golden Delicious und Jonagold. In den Jahren 2000, 2001 und 2002 
wurden jeweils zu Beginn des Laubfalls im Oktober die Blätter gesammelt. Dabei 
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wurde zwischen Blättern, die bereits auf dem Boden lagen, und von den Bäumen 
abgepflückten Blättern unterschieden. Durch diese Auswahl sollte untersucht 
werden, ob der Blattfall als Signal einen Einfluss auf die 
Pseudothecienentwicklung hat oder nicht. In der Saison 2001/02 wurden neben 
den Blättern im Herbst auch noch Blätter im Februar, kurz vor der Reifung der 
Ascosporen gesammelt. Mit Hilfe dieser Blätter sollte erforscht werden, ob die Art 
der Lagerung über den Winter einen Einfluss auf die Sporenbildung hat. Bei jeder 
Sammlung wurden zehn Säcke mit je 40 l Volumen mit Blättern gefüllt. Die im 
Herbst gesammelten Blätter wurden in Holzkisten der Größe 20x40x10 cm gefüllt. 
Diese Kisten wurden an zwei unterschiedlichen Orten über den Winter gelagert. 
Der eine Teil wurde zwischen den Gewächshäusern am Sammelbau Biologie in 
Aachen auf Steinboden gestellt. Der restliche Teil stand auf einer Wiese in 
Alsdorf/Hoengen.  
In der Saison 2002/03 wurden neben den Blättern von Bayer auch Blätter im 
„Alten Land“ und am Bodensee gesammelt. Mit Hilfe der Ascosporen dieser 
Blätter sollte getestet werden, ob die gewonnenen Antikörper auch die 
Ascosporen anderer Apfelanbaugebiete in Deutschland erkennt oder eine 
regionale Spezifität aufweisen. Diese Blätter wurden ebenfalls in Holzkisten 
umgefüllt und zwischen den Gewächshäusern in Aachen gelagert. 
Die im Herbst 2000 und 2001 gesammelten Blätter zeigten in dem jeweils 
darauffolgenden Jahr deutliche Pseudothecienbildung und Sporenreifung.  
 
Abb.11: Blattsymptome auf infizierten Apfelblättern. Die Aufnahmen wurden mit einem Binokular 
bei 40-facher Vergrößerung gemacht. Der schwarze Balken entspricht 1 mm.  
  
Dabei war es nicht von Bedeutung, ob die Kisten zwischen den Gewächshäusern 
in Aachen-Melaten auf Steinboden oder auf einer Wiese in Alsdorf/Hoengen 
gelagert wurden. Die etwas geschütztere und möglicherweise durch die 
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Gewächshäuser etwas wärmere Lagerung der Blätter in Aachen hatte keinen 
Einfluss auf die Reifung der Sporen. Diese Beobachtungen konnten durch 
Beobachtungen von Herrn Prof. Scheinpflug bestätigt werden. Er lagerte Blätter 
unter verschiedenen Bedingungen und untersuchte im Frühjahr die Fruchtkörper-
bildung. Auch bei seinen Versuchen zeigten die in Kisten auf dem Boden 
gelagerten Blätter die quantitativ höchste Pseudothecienbildung. In Serantüten 
gelagerte und an einen Zaun gehängte Blätter wiesen weniger Fruchtkörper auf 
(siehe Anhang Tabelle 16). Ein deutlicher Vorteil der Lagerung der Holzkisten auf 
Steinboden ist die Abwesenheit von Regenwürmern oder anderen an der 
Blattzersetzung beteiligten Tiere. Bei der Lagerung auf der Wiese war selbst der 
drei Millimeter dicke Holzboden der Kisten für die Regenwürmer kein Hindernis. 
Sie zogen einen Großteil der Blätter durch die Spalten zwischen den Holzlatten 
unter die Erde und somit wurden sie unserer Verfügbarkeit entzogen. Auch andere 
Tiere wie Asseln und Schnecken konnten in den Kisten auf der Wiese gefunden 
werden. Diese Verluste blieben bei den auf Steinboden gelagerten Blättern aus. 
Ein entscheidender Nachteil der Lagerung in den Kisten war die starke Zersetzung 
der Blätter. Bei dem direkten Vergleich des Materials aus den Kisten mit Blättern, 
die im Frühjahr auf dem Plantagenboden lagen, zeigte deutlich, dass in den Kisten 
die Verrottung der Blätter wesentlich fortgeschrittener war. Sie waren dünner als 
die freiliegenden und klebten fest zusammen, so dass ein Auftrennen der Blätter, 
um sie für die Sporenernte auszulegen, fast nicht möglich war. Die Blätter aus der 
Plantage, die im Frühjahr gesammelt wurden, waren noch fest, lagen einzeln und 
konnten problemlos vereinzelt werden. Dies ist für die Arbeiten im Labor ein 
Vorteil, da sie einfach und schnell für die Sporenernte ausgelegt werden konnten. 
 
Abb.12: Blätter nach der Überwinterung. A: Blätter, die in einer Holzkiste gelagert wurden. Sie 
kleben fest zusammen und einzelne Blätter sind nur noch schwer zu isolieren. B: Blätter, die im 
Frühjahr vom Plantagenboden gesammelt wurden. Die Struktur der Blätter ist besser, sie sind nicht 
verklebt. Somit können Einzelblätter problemlos entnommen werden.   
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Die Blätter aus dem Jahr 2002/03 bildeten kaum Ascosporen aus. Es waren 
Pseudothecien auf dem Blatt zu erkennen. Sie waren sehr klein und konnten nicht 
eindeutig als Venturia identifiziert werden. Im März waren kaum große 
Pseudothecien von Venturia auf den Blättern zu sehen. Die Bildung der 
Ascosporen war nicht ausgeprägt. Da die Infektion 2001/02 sehr stark war und die 
von uns gesammelten Blätter deutliche Schorfsymptome aufwiesen, war die große 
Anzahl an sich bildenden Pseudothecien zu erwarten.  
Doch überraschend war, dass sich in diesen Fruchtkörpern keine Ascosporen 
bildeten und somit das Sporenpotential im Frühjahr 2003 extrem niedrig war. Die 
Unterschiede in der Pseudothecienentwicklung sind durch unterschiedliche 
Witterungen zu erklären. Entscheidend sind hierbei die Wetterbedingungen im 
Januar und Februar. In dieser Zeit entwickeln sich die Asci und die Bildung der 
Ascosporen beginnt. Im Jahr 2001/02 kam es schon Mitte Januar zur 
Sporenbildung. Die Bildung der Sporen im Jahr 2002/03 war erst im Februar zu 
erkennen. (siehe Abb.16).   
Im Februar 2002 gab es fünf Tage Frost. Ansonsten war es mild, und es gab keine 
weiteren Wechselfröste. Neben den absoluten Temperaturen spielt auch die 
Sonne eine wichtige Rolle. Die Blätter liegen frei auf dem Boden. Durch die direkte 
Sonneneinstrahlung erwärmt sich die Blattoberfläche stärker als die umgebende 
Lufttemperatur. Daher sind die Temperaturunterschiede im Blatt zwischen Nacht 
und Tag in der Realität bei starker Sonneneinstrahlung noch größer, als es die 
Temperaturkurve zeigt. In 2002 wurden die Temperaturschwankungen während 
der drei Tage mit Wechselfrost nicht so stark durch die Sonne beeinflusst. Die 
Wetterbedingungen im Februar 2002 waren sehr gut für die Ascosporenbildung. 
Es bildete sich in den Pseudothecien eine sehr hohe Anzahl an Sporen.  
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Abb.13: Temperaturkurve vom Februar 2002. 
(rosa) sowie die Sonnenschein
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Abb.14: Temperaturkurve vom Februar 2003. 
(rosa) sowie die SonnenscheinTa geTagEs sind die Minimal- (blau) und Maximaltemperatur 
dauer in Stunden (gelb) dargestellt. 
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Die Wetterbedingungen zur Zeit der Ascosporenbildung hatten einen großen 
Einfluss auf die Quantität der Sporen. Durch starke Wechselfröste verringerte sich 
die Anzahl der reifen Ascosporen im April drastisch. Somit war das 
Sporenpotential in der Saison 2002/03 im Gegensatz zum Vorjahr sehr gering. 
Dies waren Daten, die bei den gängigen Schorfprognosen nicht berücksichtigt 
wurden. Durch eine rein mathematische Berechnung des Schorfrisikos waren 
solche extremen Bedingungen, wie sie bei der Sporenbildung 2002/03 auftraten, 
nicht zu erkennen. Dadurch wurden zu viele unnötige Fungizidbehandlungen 
durchgeführt. Dies könnte durch den Pathosensor verbessert werden. Durch ihn 
wird das Sporenpotential in der Luft bestimmt. Dadurch kann, auch bei solchen 
Extremen, wie sie in der Saison 2002/03 auftraten, eine Prognose gestellt werden, 
die nur die nötigen Behandlungen vorsieht und somit einen ökologischeren und 
kostengünstigeren Apfelanbau ermöglicht. 
 
3.2 Schorfprognose 
Die drei Wetterstationen der Firma Adcon, die in drei unterschiedlichen Plantagen 
in Nideggen-Berg, Meckenheim-Erstorf und Baesweiler standen, funktionierten in 
der Saison 2001/02 einwandfrei und lieferten Daten, aus denen eine 
Schorfprognose errechnet werden konnte. In der Saison 2002/03 kam es zu 
verschiedenen technischen Komplikationen, durch die keine Prognosen gestellt 
werden konnten. Die für 2001/02 ermittelten Daten wiesen jedoch die Probleme 
der mathematischen  Schorfprognose auf und zeigten gute Einsatzmöglichkeiten 
für den Pathosensor.  
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Abb.15: Wetterstation der Firma Adcon. A: Niederschlagssensor, B: Blattnässesensor und C: 
Temperatur- und relative Luftfeuchtigkeitssensor. 
 
In der Saison wurden die ausgelegten Blätter zur Kontrolle der Prognosemodelle 
ausgewertet und mit den Daten der Station abgeglichen. Eine Schwierigkeit bei 
der rein mathematischen Prognose auf Basis von Wetterdaten ist das Abschätzen 
der Quantität des realen Infektionsmaterials. So gab es im Winter 2001/02 ideale 
Bedingungen für die Entwicklung und Reifung von Venturia-Ascosporen. Auf den 
Blättern reifte eine große Anzahl an Ascosporen heran, die im Frühjahr 2002 ein 
großes Infektionspotential in die Plantagen brachte. Es konnte beobachtet werden, 
dass im ökologischen Anbau auch die schorfresistenteren Sorten, trotz ständiger 
Schwefelkalkbehandlung gegen Schorfinfektion, Symptome der Krankheit auf den 
Blättern und den Früchten aufwiesen. Im konventionellen Anbau konnten an 
schattigen, feuchten Stellen ebenfalls Schorfsymptome bonitiert werden. An 
diesen Stellen hatte der Pilz länger die Bedingungen, die ihm eine Infektion 
ermöglichen. In den Plantagen wurden die Bäume nach Spritzplan und Beratung 
mit Fungiziden behandelt. Durch den Spritzplan war ein ständiger Wirkstoffbelag 
gegen Schorf auf den Blättern vorhanden. Die Saison 2001/02 wies deutlich die 
Schwächen der rein mathematischen Schorfprognose auf. Trotz eines ständigen 
Belags protektiv wirkender Fungiziden auf den Blättern kam es zu Infektionen mit 
Schorf. Zu diesen Infektionen konnte es kommen, weil an einem Tag auf Grund 
der Wetterbedingungen eine so hohe Anzahl an Ascosporen freigesetzt wurde, 
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dass ein unter „normalen“ Bedingungen ausreichender Fungizidbelag die Infektion 
nicht verhindern konnte. Nur die Bäume, die an diesem Tag mit Fungiziden 
behandelt wurden, wiesen keine Schorfinfektion auf. In 
Schorfprognoseprogrammen wird auf Grund der Wetterdaten berechnet, ob es ein 
Infektionsrisiko gibt oder nicht. Zu diesen Wetterdaten kommen manuelle 
Eingaben der Benutzer hinzu, ob und wie mit Fungiziden behandelt wurde. Die 
Eigenschaften der Spritzmittel werden in die Berechnung einbezogen. Reicht nach 
diesen Angaben die letzte Fungizidapplikation aus, eine mögliche Infektion zu 
bekämpfen, kommt es zu keiner weiteren Spritzempfehlung durch das Programm. 
Die Größe des Sporenpotentials findet keine Beachtung. Dadurch kann es zu 
Infektionen kommen, wenn das Sporenpotential extrem hoch ist, wie es im 
Februar 2002 war. Die Programme haben auch keine Möglichkeit, die 
Sporendichte in den Plantagen zu berechen, da für einen solchen Wert kein 
Sensor existiert. An dieser Stelle kann der Pathosensor greifen. Er soll die in den 
Plantagen vorliegende Sporendichte detektieren, somit einen solchen Tag mit 
extremem Sporenflug erkennen und zusätzliche Warnungen ermöglichen. Durch 
ein Erkennen des extrem hohen Sporenpotentials wären die Infektionen in den 
Plantagen, die weitere Spritzungen gegen Sekundärinfektionen und wirtschaftliche 
Verluste durch Qualitätsminderung der Früchte zur Folge hatten, verhindert 
worden. 
Ein weiterer, entscheidender Zeitpunkt bei der Schorfbekämpfung ist das 
Erkennen des ersten Sporenausschleuderns. Wird dieser Zeitpunkt verpasst, 
kommt es zu Infektionen, die nicht mehr bekämpft werden können. Dann muss bis 
kurz vor der Ernte mit Fungiziden behandelt werden, um Sekundärinfektionen zu 
vermeiden. Wird dieser Tag zu früh datiert, kommt es zu unnötigen und 
ineffektiven Spritzungen, da noch keine Infektion zu bekämpfen ist. Dies führt zu 
einer überflüssigen ökologischen und ökonomischen Belastung. Um den Zeitpunkt 
des ersten Sporenfluges zu ermitteln, ist es zunächst von Bedeutung, das Reifen 
der Ascosporen zu ermitteln. In der Saison 2001/02 konnten die ersten reifen 
Ascosporen durch mikroskopische Untersuchungen der in Alsdorf-Hoengen 
gelagerten Blätter am 13.2.2002 gefunden werden. Sie unterschieden sich von 
unreifen Sporen durch ihre bräunliche Färbung.  
Ergebnisse  73 
 
Abb.16: Quetschpräparat eines aus dem Blatt isolierten Pseudotheciums am 13.2.2002. In den 
Asci sind verschiedene Entwicklungsstadien der Ascosporen zu erkennen. Vom Granula (A), über 
unreife (B) bis hin zu reifen, bräunlich gefärbten Ascosporen (C) sind verschiedene Übergänge zu 
erkennen. 
Weiterhin sind in diesem Quetschpräparat (siehe Abb. 16) die Entwicklungs-
stadien der Ascosporen vom Granula bis hin zu den reifen Sporen zu erkennen. 
Die Wetterstationen meldeten am 10. Februar die ersten reifen Ascosporen. Damit 
war die mathematische Berechnung nahezu mit der Realität identisch. Ein 
Ausschleudern der Sporen war noch nicht zu erkennen, und es wurde auch kein 
Ausschleudern durch das Prognoseprogramm gemeldet. 
Größere Unterschiede in der Genauigkeit zeigte dann die Ermittlung  des Tages 
des ersten Sporenausschleuderns. Durch mikroskopische Auswertung der 
Objektträger von den Sporenbrettern konnte dieser Tag für den 2.4.2002 bestimmt 
werden. Das Schorfprogramm datierte dieses Ereignis auf den 13.3.2002, also 
mehr als zwei Wochen früher. Durch diesen frühen Zeitpunkt kam es zu 
überflüssigen Behandlungen. Durch den Pathosensor wäre es den 
Schorfwarnprogrammen möglich, diesen wichtigen Zeitpunkt in der 
Schorfbekämpfung exakt zu bestimmen und somit den Einsatz von Fungiziden zu 
optimieren. Dadurch wird neben den ökologischen wie ökonomischen Effekten 
auch eine Resistenzausbildung des Pilzes gegen die Fungizide erschwert werden. 
Venturia wird bei dem Auftreten der Ascosporen bekämpft. Es kommt nicht mehr 
zum Kontakt von Ascosporen mit geringen Wirkstoffmengen, die es dem Pilz 
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ermöglichen, Resistenzen auszubilden. Gute Fungizide, wie die Strobilurine, 
können so länger effektiv eingesetzt werden. 
 
3.3 Lagerung der Blätter 
Nach der Reifung war es wichtig, die Lagerungsbedingungen für die Blätter zu 
optimieren, da wir die Sporen das ganze Jahr über durch Ausschleudern ernten 
wollten. Dazu wurden die Blätter zu einem Zeitpunkt, an dem ein Großteil der 
Sporen reif war, zunächst getrocknet. Die Blätter wurden in einen überdachten 
Schuppen überführt. Ein Teil des Materials lagerte bei Raumtemperatur, ein 
anderer Teil wurde bei –20°C eingefroren. Ein kleiner Teil der Blätter wurde auch 
nass bei –20°C eingefroren.  
Es zeigte sich, dass die Lagerung im Tiefkühlschrank die einzige Lösung war, um 
ganzjährig Sporen ernten zu können. Von den bei Raumtemperatur gelagerten 
Blättern wurden ab Anfang Juli keine Sporen mehr ausgeschleudert. Die 
eingefrorenen Blätter konnten das ganze Jahr über eingesetzt werden. Dabei 
machte es keinen Unterschied, ob die Blätter feucht oder trocken eingefroren 
wurden. Lediglich konnten die vor dem Gefrieren getrockneten Blätter besser in 
den Versuchen eingesetzt werden, da sie leichter zu vereinzeln waren. Auch eine 
Lagerung bei –50°C ist möglich. Nach der Lagerung bei sehr tiefen Temperaturen 
wurden die Sporen genauso ausgeschleudert wie bei Blättern, die bei –20°C 
lagerten, oder bei denen, die im Frühjahr direkt eingesetzt wurden.   
 
3.4 Ascosporengewinnung 
3.4.1 Aufreinigung im batch-Verfahren gewonnener Ascosporen 
Eine einfache und sehr effektive Methode, eine große Anzahl von reifen 
Ascosporen aus den Pseudothecien zu isolieren, war das batch-Verfahren. Die 
Apfelblätter wurden in Wasser gelegt und die Ascosporen dann in das Wasser 
ausgeschleudert [Curtis, 1922]. Durch eine Zentrifugation konnten sie dann 
aufkonzentriert werden. Die Ausbeute dieser Methode war sehr hoch, da alle 
ausgeschleuderten Sporen so gewonnen wurden. Im Gegensatz zur Methode des 
Ausschleuderns gegen einen Petrischalendeckel (siehe 2.4.3.3.2) wurden durch 
das batch-Verfahren die Sporen beider Blattseiten gewonnen. Ebenso konnten die 
Sporen, die nicht weit ausgeschleudert wurden und somit nicht an einem Deckel 
hafteten, gewonnen werden. Ein großes Problem war jedoch, dass die Sporen-
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suspension durch Blattfragmente, Schmutz und andere von der Blattoberfläche 
abgewaschenen Sporen anderer Pilze stark verunreinigt und somit für den Einsatz 
in Immunisierungs- und Screeningversuchen zur Gewinnung der monoklonalen 
Antikörper nicht einsetzbar war. In der Diplomarbeit von Michael Dohmen [2000] 
wurden Methoden erarbeitet, die es ermöglichen, Ascosporen von Venturia 
inaequalis aus verunreinigten Suspensionen aufzureinigen. Bei diesen Methoden 
handelt es sich um eine Dichtegradientenzentrifugation und eine Trennung über 
eine Ionentauschersäule.  
 
3.4.1.1 Dichtegradientenzentrifugation 
Die Problematik der Dichtegradientenzentrifugation liegt darin, ein geeignetes 
Medium für diese Trennung zu finden. Ein solches Medium muss zunächst eine 
höhere Dichte als die Sporen besitzen. Weiterhin muss die Dichte durch Wasser 
veränderbar sein, um den Gradienten einzustellen. Für die Auftrennung der 
Ascosporen sind zusätzlich besondere Bedingungen nötig. Die Ascosporen sollen 
für eine Immunisierung eingesetzt werden. Daher sind die Antigene auf der 
Sporenoberfläche von entscheidender Bedeutung und dürfen durch das 
Gradientenmedium nicht zerstört oder verändert werden. Auf Grund dieser 
Bedingungen können Zuckerlösungen nicht eingesetzt werden, da sie osmotisch 
auf die Sporen wirken. Salzlösungen können Proteinstrukturen verändern und 
fallen somit ebenfalls als mögliches Gradientenmedium aus. In seiner 
Diplomarbeit hat Michael Dohmen [2000] verschiedene Substanzen auf ihre 
Einsatzmöglichkeiten bei der Ascosporenaufreinigung getestet. Als geeignetes 
Medium erwies sich die Substanz Ludox. Die Dichte verschiedener Verdünnungen 
von Ludox und Wasser wurde mittels eines Refraktometers bestimmt:  
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Tab. 1: Tabelle mit den Verdünnungsschritten einer Ludoxlösung und den entsprechenden Dichten 
Ludox [ml] A. deion. [ml] Dichte g·ml-1
2,0 0 1,2996 
1,8 0,2 1,2669 
1,6 0,4 1,2341 
1,4 0,6 1,2047 
1,2 0,8 1,1760 
1,0 1,0 1,1432 
0,8 1,2 1,1038 
0,6 1,4 1,0764 
0,5 1,5 1,0670 
0,4 1,6 1,0603 
0,3 1,7 1,0503 
0,2 1,8 1,0362 
0,1 1,9 1,0169 
0 2,0 0,9980 
 
Auf Grund der Erkenntnisse der Diplomarbeit wurde zunächst der pH-Wert der 
Ludoxlösung auf 2,8 gesenkt, um die Agglutination der Sporen zu verhindern. Für 
die Trennung wurden 1 ml Sporensuspension mit 5 ml Ludox vermischt und unten 
in einem Zentrifugenröhrchen vorgelegt. Dies wurde mit fünf Lagen von je 2 ml mit 
abnehmender Dichte überschichtet. Die Dichte der Lagen nahm von unten nach 
oben hin ab. Die Werte können der Tabelle 1 entnommen werden. Durch eine 
Zentrifugation bei 3.500 rpm in einem Schwingrotor einer Megafuge wanderten die 
in der Suspension enthaltenen Partikel zentripetal in die Schicht des Gradientens, 
die ihrer Dichte entspricht. Da nach diesem Vorgang keine eindeutigen Banden 
sichtbar waren, wurden von oben sukzessive jeweils 2 ml abgenommen und mit 
Wasser verdünnt. Die einzelnen Schichten wurden von oben nach unten mit P1 
bis P5 bezeichnet. Durch die Verdünnung wird die Dichte der Lösung gesenkt und 
die enthaltenen Partikel sind abzentrifugierbar. Der Grad der Reinigung konnte 
dann mikroskopisch ausgewertet werden.  
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P1 
P2 
P3 
P4 
P5 
Abb.17: Schema für die Zentrifugation der Ascosporen von Venturia inaequalis. Links die 
Ausgangssituation und rechts die Situation nach der Zentrifugation im Schwingrotor. Rechts ist das 
Ergebnis der Zentrifugation schematisch dargestellt. Gut sichtbar sind die Bande oberhalb der 
Phasengrenze der Lösung der Dichte 1,3 g·ml-1 und das Pellet. Die Abbildung wurde der 
Diplomarbeit von Michael Dohmen entnommen. 
 
 
Im Gegensatz zu den Versuchen von Michael Dohmen [2000] waren in allen 
Schichten deutliche Verunreinigungen zu erkennen. Dies lag daran, dass er in 
seinen Versuchen Sporen aus isolierten und dann gequetschten Pseudothecien 
einsetzte. Bei der hier durchgeführten Aufreinigung im Großversuch kamen neben 
den Pseudothecienstücken noch Blattfragmente und andere Sporen hinzu, die in 
ihrer Dichte den Ascosporen von Venturia sehr ähneln. Weiterhin ist die Dichte der 
Sporen selber nicht einheitlich. In allen Schichten des Gradienten konnten Sporen 
nachgewiesen werden. Die eingesetzten 100.000 Sporen konnten in folgenden 
Phasen gefunden werden:  
P1   15.000 Sporen, starke Verunreinigung 
P2   20.000 Sporen, starke Verunreinigung 
P3   30.000 Sporen, wenig Verunreinigung 
P4   5.000 Sporen, sehr starke Verunreinigung 
P5   20.000 Sporen, sehr starke Verunreinigungen 
Rest und Pellet 10.000 Sporen, sehr starke Verunreinigung 
Mit dieser Zentrifugationsmethode ist es möglich, einen Teil der Sporen von dem 
größten Teil der Verunreinigung zu befreien (Phase P3). Dabei handelt es sich 
aber nur um ein Drittel der eingesetzten Sporen, die auch nicht hochrein sind und 
weiteren Aufreinigungsschritten (Anionentauscher) unterzogen werden müssen.   
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3.4.1.2 Anionentauscher 
Schon 1959 konnte gezeigt werden, dass verschiedene Bakterien an stark 
basischen Polystyrol-Anionenaustauschersäulen absorbieren [Hattori und 
Furusaka, 1959] Auch in den folgenden Jahren wurden weitere Erkenntnisse zu 
diesem Thema gewonnen [Gillisen et al., 1961; Zvgaginstev, 1962]. In einer 
großen Studie konnte Daniels [1968] zeigen, dass sechs verschiedene 
Bakterienarten an stark anionischem Trägermaterial adsorbieren und dass diese 
Bindung vom pH-Wert und der Salzkonzentration abhängt. Durch die Variation der 
Bedingungen konnte er die verschiedenen Stämme durch Adsorption, bzw. Elution 
voneinander trennen. Es wurde versucht, dieses System auf verunreinigte 
Venturia Sporen zu übertragen. Als geeignetes Säulenmaterial stellte sich die AG1 
Säule der Firma BioRad heraus, die eine „Dry Mesh Size“ von 20-50 und einen 
„Wet bead Diameter“ von 300-1180 µm aufweist. Bei dem Material handelt es sich 
um einen stark basischen Anionenaustauscher mit funktionellen quartären 
Ammoniumgruppen, die an ein Styrol-Divinylbenzol-Copolymer-Gitter gebunden 
sind. Die eingesetzte Säule hatte eine Länge von 20 cm und einen Durchmesser 
von 2,7 cm. Das Säulenvolumen betrug 32 ml. Der eingesetzte Puffer war ein 
McIllvain-Puffer. Nach der Optimierung zeigte sich, dass die Sporen bei einem pH-
Wert kleiner 7,8 an die Säule adsorbierten und erst bei einem pH-Wert von größer 
oder gleich 8 abgewaschen wurden. Es zeigten sich keine Unterschiede beim 
Einsatz eines Formiatpuffers anstelle des Citrat-Phosphatpuffers. Auch 
Unterschiede in der Salzkonzentration hatten keinen Einfluss auf das 
Bindungsverhalten. Es war nicht möglich, bei niedrigeren pH-Werten durch hohe 
Salzkonzentrationen von 1 M die Sporen von der Säule zu eluieren. Die 
Bindungen an einer Ionenaustauschersäule liegen im Gleichgewicht vor. Durch 
den Abzug der an der Säule gebundenen Gegenionen kommt es zur Bindung mit 
den Sporen. Durch die Zugabe einer hohen Salzkonzentration verschiebt man das 
Gleichgewicht zu Gunsten dieser Anionen und es müsste ein Austausch der 
Sporen mit den Salzionen stattfinden, wodurch die Sporen eluieren. Dies konnte 
aber nicht gezeigt werden. Bei dem Säulenmaterial zeigte sich bei der Änderung 
des pH-Wertes eine Größenänderung der Kugeln. Je höher der pH-Wert war, 
umso größer wurde der Kugeldurchmesser. Dadurch bestand die Möglichkeit, 
dass es sich bei der Auftrennung um ein Größenphänomen handelte. Bei den 
niedrigen pH-Werten waren die Kugeln kleiner und folglich war auch der 
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Zwischenraum zwischen den Kugeln geringer. Somit war es möglich, dass die 
Sporen auf Grund ihrer Größe diese Zwischenräume nicht passieren konnten. 
Wenn sich die Kugeln auf Grund der pH-Wert-Änderung vergrößerten, 
vergrößerten sich auch die Zwischenräume und die Sporen konnten 
möglicherweise durch die Säule gelangen. Dass es sich um eine Interaktion mit 
dem Säulenmaterial handelte, konnte durch Versuche mit Glasperlen gezeigt 
werden. Somit wurden als Kontrolle Glasperlen eingesetzt, die einen kleineren 
Durchmesser als die kleinsten Kugeln des Säulenmaterials bei einem niedrigen 
pH-Wert besaßen. Wenn es sich bei diesem Phänomen um ein Zurückhalten der 
Sporen auf Grund der Größe handelte, müssten auch die Glasperlen die Sporen 
zurückhalten. Dies war aber nicht der Fall. Die Sporen wurden ohne Hemmung 
direkt aus der Säule ausgewaschen. Somit musste es sich bei diesem 
Trennverfahren um eine Interaktion der Sporenoberfläche mit dem Säulenmaterial 
handeln. 
 
3.4.1.3 Aufreinigung über Magnetobeads 
Magnetobeads werden in vielen Variationen zur spezifischen Aufreinigung 
verschiedenster Substanzen eingesetzt. Die Bindung zwischen Beads und 
Substanz erfolgt wie bei entsprechenden Trennsäulen, wie z.B. Biotin, um HIS-
tag-Proteine aufzureinigen. Anstelle des Säulenmaterials werden die 
Magnetobeads mit diesen Substanzen beschichtet. Wenn die so ummantelten 
Beads mit der Lösung vermischt werden, kommt es zu spezifischen Bindungen 
der gewünschten Substanz an den Beads. Durch einen Magneten können die 
Beads mit den angebundenen Substanzen leicht von der Suspension abgetrennt 
werden. In weiteren Schritten kann dann die Substanz wieder von den Beads 
gelöst werden. 
Für die Aufreinigung der Ascosporen von Venturia wurde die Bindung der Lektine 
WGA und Con A an der Sporenoberfläche genutzt (siehe 2.4.3.2.3). Die 
Magnetobeads wurden mit den entsprechenden Lektinen beschichtet. 
Bindungsstudien zeigten, dass das Lektin WGA an verschiedene Partikel in einer 
verunreinigten Sporensuspension bindet. An Ascosporen konnte keine Bindung 
gezeigt werden.  
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Abb.18: Interaktionen von FITC-gelabeltem WGA in einer Sporensuspension. 
Somit bestand die Möglichkeit, zumindest einen Teil der Verunreinigungen aus der 
Sporensuspension zu entfernen. Eine vollständige Aufreinigung konnte durch 
diese Beads nicht erreicht werden.  
Eine weitere Möglichkeit war es, nicht die Verunreinigungen, sondern die 
Ascosporen aus der Suspension zu isolieren. Die Ascosporen von Venturia 
zeigten eine hohe Affinität zu dem Lektin Concanavalin A (Con A). Dieses Lektin 
bindet an Glucose oder Mannose. Für eine effektive Bindung zwischen Con A und 
dem entsprechenden Zucker ist es laut Produktbeschreibung von Sigma die 
Anwesenheit von Ca2+- und Mg2+-Ionen nötig. Bei den hier durchgeführten 
Bindungsstudien zeigte sich, dass das Lektin auch ohne Zugabe dieser beiden 
Ionen an der Sporenoberfläche band. An anderen Verunreinigungen in der 
Suspension band das Lektin nur bei Zugabe von Calcium- und Magnesiumionen.  
 
Ergebnisse  81 
 
Abb. 19: Bindungsstudien mit FITC gelabeltem Concanavalin A. Der Puffer beinhaltet keine 
Calcium- und Magnesiumionen A: Ascospore von Venturia, 200-fach; B: Übersicht über eine 
verunreinigte Sporensuspension. Pflanzenteile und die Alternaria-Spore interagieren nicht mit 
ConA. 100-fach. 
 
Dadurch ergab sich eine Möglichkeit, das Lektin Con A ohne Zugabe von 
Magnesium- und Calciumionen zur Aufreinigung der Ascosporen zu nutzen. Das 
Lektin wurde erfolgreich an Magnetobeads immobilisiert. Gab man diese 
beschichteten Beads zu der Sporensuspension, dann banden sie an die 
Ascosporen. So konnten die Sporen mittels eines Magneten von der Suspension 
getrennt werden.  Nachdem die Suspension entfernt worden war, konnten durch 
die Zugabe von -Mannyl-Mannopyranosid die Sporen wieder von den 
Magnetobeads getrennt werden. Durch diese Behandlung konnten alle in der 
verunreinigten Suspension enthaltenen Sporen isoliert werden. Die Sporen 
konnten durch die Zugabe des Mannopyranosid auch wieder von den Beads 
gelöst werden. Durch die spezifischen Bindungen des Concanavalin A an Glucose 
und Mannose band es, auch ohne Zugabe von Calcium und Magnesium, nicht nur 
an den Sporen, sondern auch an anderen Verunreinigungen. Somit war die 
Spezifität der mit Con A gecoateten Beads für eine effektive Aufreinigung nicht 
ausreichend genug. Trotzdem zeigte dieser Versuch eine neue und effektive 
Reinigungsmethode für Ascosporen von Venturia auf. Durch den Einsatz 
monoklonaler Antikörper anstelle des Lektins Con A würde die Selektivität und 
Effektivität dieser Methode deutlich verbessert und somit eine Aufreinigung von 
Ascosporen nach dem Ausschleudern in Wasser möglich. Dadurch wäre es 
möglich, in kurzer Zeit eine große Anzahl Ascosporen in hochreiner Form zu 
erhalten. 
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3.4.1.4 Ausschüttelmethode 
Ascosporen werden meistens von einer hydrophoben Schicht überzogen. Dies ist 
die Grundlage einer weiteren Aufreinigungsmethode. Ein Übertragen der Methode 
[Emeis, 1958] zur Aufreinigung von Ascosporen der Hefe Schizosaccharomyces 
pombe durch das Ausschütteln in einer Wasser-Paraffin-Suspension zeigte keinen 
Erfolg. Die Ascosporen von Venturia haben eine weniger hydrophobe Oberfläche 
als die Ascosporen der Hefe, da sie nach dem Ausschütteln mit Paraffinöl nicht 
wie erwartet in der hydrophoben Schicht, sondern in der wässrigen Phase 
nachzuweisen sind. Somit konnte diese Methode nicht bei der Aufreinigung von 
Venturia Sporen eingesetzt werden.  
 
3.4.2 Isolation ausgeschleuderter Sporen 
3.4.2.1 Sporensauger 
Bei diesen Methoden wurde die Fähigkeit des Pilzes genutzt, die Ascosporen in 
die Luft auszuschleudern. Der Luftsauger sollte die so freigesetzten Sporen im 
Luftstrom mitziehen und dann in einer Waschflasche fangen.  
Der erste Ansatz für diese Methode, der mit Brigitte Thiede entwickelt wurde, war 
ein Fernbachkolben, auf dessen Boden die Blätter auf nassem Papier ausgelegt 
wurden. Die Öffnung des Kolbens wurde mit einem Stopfen verschlossen, in dem 
sich zwei Bohrungen befanden. Durch die eine Bohrung wurde Luft aus dem 
Kolben mit einer Vakuumpumpe durch eine Waschflasche abgesaugt. In der 
anderen Öffnung steckte ein Glasrohr, dessen Ende kurz über den Blättern 
positioniert wurde. So war ein Luftstrom an den Blättern vorbei gesichert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20: Schematische Übersichtszeichnung des Sporensaugers 
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Der Versuchsaufbau zeigte, dass es möglich war, auf diese Art und Weise Sporen 
zu isolieren. Auf Grund der geringen Anzahl an Blättern, die am Boden des 
Kolbens Platz fanden, war die Ausbeute an Sporen gering und für die Menge, die 
für die weiteren Versuche benötigt wurden, nicht ausreichend. Durch den 
Luftstrom trat zusätzlich das Problem auf, dass die Blätter zu schnell 
austrockneten und somit das Ausschleudern verhindert wurde. Weiterhin ist es 
unpraktisch, die Blätter durch die schmale Öffnung des Kolbens einfüllen zu 
müssen. 
 
Eine Weiterentwicklung dieses Prinzips: 
Um ein Austrocknen der Blätter zu verhindern, wurde eine Vorrichtung gebaut, in 
der die Luft von unten durch eine Wasserschicht an den Blättern vorbei gesaugt 
wurde. Durch Sprudelsteine aus der Aquaristik konnte gewährleistet werden, dass 
sich die Luft gleichmäßig über die gesamte Fläche verteilt und nicht nur punktuell 
in der Nähe des Einsaugstutzens an den Blättern vorbeigesaugt wurde. Die Blätter 
wurden auf einem Rost über der Wasseroberfläche positioniert. Die Abluft wurde 
mittels eines Trichters gebündelt und die mitgezogenen Sporen in einer 
Waschflasche gefangen. Der abnehmbare Deckel vereinfacht das Auslegen und 
Austauschen der Blätter 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21: Schematische Übersichtszeichnung der Weiterentwicklung des Sporensaugers 
  
Das Gehäuse entspricht dem aus der Sporenfalle (siehe 3.7.1) Der Glasdeckel ist 
der eines Exsikkators. Der Rost ist aus VA-Stahl und steht auf 2 cm hohen Füßen. 
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Abb. 22: Sporensauger, A: Seitliche Ansicht mit Blick auf die Sprudelsteine; B: Geschlossener 
Sporensauger mit eingelegtem Blech zur Auflage der Blätter und Stopfen zum Anschluss der 
Waschflasche 
 
Die Weiterentwicklung des Saugers brachte zwar eine Erhöhung der Ausbeute, 
aber eine Ernte von ca. 10.000 Sporen pro 2 Stunden war ebenfalls nicht 
ausreichend. Für die Immunisierung der Mäuse und das weitere Screening auf 
Antikörper wurden wesentlich mehr Sporen benötigt, als durch diese Methode 
gewonnen werden konnte. Ein Ergebnis ließ sich hingegen für die Entwicklung der 
Sporenfalle ablesen: Es ist möglich, luftverbreitete Sporen in einer Waschflasche 
in Wasser zu fangen und nachzuweisen.  
 
3.4.2.2 Petrischalenmethode 
Die Petrischalenmethode nutzte das Ausschleudern der Sporen. Dazu wurde der 
Boden von 25 Petrischalen mit nassen Zellstofftüchern ausgelegt. Darauf wurden 
die Blätter gelegt und die Schalen verschlossen. Nach einer Inkubationszeit von 2 
Stunden, während der die Blätter mit einer Quecksilberdampflampe bestrahlt 
wurden, konnten Sporen in großer Anzahl von den Deckeln abgewaschen werden. 
Die Blätter wurden anschließend getrocknet und konnten dann ein zweites Mal 
zum Ausschleudern angefeuchtet werden. So konnten täglich zwischen 100.000 
und 2,75 Mio. reine Sporen geerntet werden. Nach zweimaligem Ernten wurden 
die Blätter verworfen, da die Ausbeute drastisch verringert war und sich der 
Arbeitsaufwand nicht mehr lohnte. Einen Effekt auf das Ausschleudern hat nach 
dem Anfeuchten ein Besprühen der Blätter mit einem Zerstäuber. Dadurch wurden 
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höhere Sporenausbeuten erzielt. Die ausgeschleuderten Ascosporen keimten 
sofort auf dem Petrischalendeckel aus. Diese Sporen konnten nicht mehr 
abgewaschen werden. Weiterhin waren ausgekeimte Sporen für die weiteren 
Versuche nicht einsetzbar. Daher wurden die Deckel vor dem Ernten mit einer 
alkoholischen Zimtsäurelösung besprüht. Durch die Zimtsäure wurde das Keimen 
der Sporen verhindert.  
Durch die Methode, Blätter in 10 x 10 cm Petrischalen auszulegen, zu befeuchten 
und dann die Sporen gegen den Deckel schleudern zu lassen, konnte eine 
ausreichende Menge an Sporen mit der Reinheit gewonnen werden, die für die 
Immunisierung von Mäusen und das folgende Screening auf gebildete Antikörper 
benötigt wurden [Ribbert, Dissertation in Vorbereitung].  
Für Versuche, bei denen es nicht auf hochreine Sporen ankam, konnte das 
Wasser aus den Petrischalen abgenommen werden und die dorthin freigesetzten 
Sporen durch Zentrifugation geerntet werden. In diesem Wasser waren bis zu 
dreimal so viele Sporen enthalten wie an den Deckeln, jedoch durch 
Blattfragmente und andere Sporen verunreinigt. 
Die Petrischalenmethode erwies sich als die beste Methode, um hochreine 
Ascosporen in großer Quantität zu erhalten. Durch das Besprühen der Blätter mit 
Wasser aus einem Zerstäuber konnte die Ausbeute noch erhöht werden. 
 
3.5 Gewinnung von Konidien 
Es wurden verschiedene Methoden zur Konidiengewinnung erprobt. Die Methode, 
bei der Mycel auf Cellophanfolie über Malzagarplatten wächst [Parker et al., 1995], 
hat den Nachteil, dass die Cellophanmembran sich nach einer Zeit von ca. 2 
Wochen größtenteils aufgelöst hat und somit das Konidien tragende Mycel nicht 
mehr von der Platte abgenommen werden konnte. Die Anzucht des Mycels auf 
Malzextrakt erwies sich zur Konidiengewinnung als nicht geeignet. Durch die 
Kultivierung von Mycel in Pulstlösung (2.4.5) konnten auf einfache Art und Weise 
Konidiosporen in großen Mengen erhalten werden. Durch Sieben über Gaze 
konnten die Konidien vom Mycel getrennt werden. Die Ausbeute an Konidien bei 
der Anzucht auf Malzextrakt war ähnlich der Methode mit Pulstlösung, aber der 
Arbeitsaufwand zur Gewinnung der Sporen war bei der Pulstlösung deutlich 
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geringer. Diese Methode ermöglichte es mit sehr geringem Arbeitsaufwand, eine 
hohe Anzahl an Konidien zu gewinnen. 
 
3.6 Oberflächenanalyse 
In diesem Projekt sollten die Ascosporen von Venturia durch spezifische 
Antikörper detektiert werden. Es gelang, durch den Einsatz hochreiner 
Ascosporen ein polyklonales Mausserum herzustellen, in dem Antikörper gegen 
Venturia inaequalis enthalten waren. Nun galt es, die Oberflächenstruktur und 
Eigenschaften der möglichen Antigene zu charakterisieren, um eine Optimierung 
der Antikörper auf die Antigene zu ermöglichen. Es besteht die Möglichkeit, dass 
auf der Oberfläche der Sporen Strukturen zu erkennen sind, die auf eine hohe 
Konzentration von Proteinen schließen lassen. Bei solchen Strukturen kann es 
sich z.B. um Keimungsporen handeln, die typischerweise von Proteinen umrandet 
sind. Es wurden zunächst rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der 
Ascosporen angefertigt, um solche Strukturen zu finden.  
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Abb. 23: Rasterelektronenmikroskopie von Ascosporen von Venturia inaequalis. Die weißen 
Balken entsprechen einer Länge von 5 µm ; A) Übersichtsaufnahme 900-fach; B)  Sporenhaufen 
4.500-fach; C) Einzelspore 7.000-fach und D) Einzelspore 10.000-fach vergrößert. 
Bei einer maximalen Vergrößerung von 10.000-fach ist deutlich zu erkennen, dass 
die Ascosporenoberfläche völlig gleichmäßig ist und keine Strukturen aufweist, die 
auf eine Ansammlung von Proteinen schließen lässt.  
Da das Blutserum auch Interaktionen mit Konidiosporen zeigte, wurden sie mit 
dem REM untersucht. 
BAAbb. 24: Rasterelektronenmikroskopie von
A) Übersichtsaufnahme mit 700-facher Vergröß
Vergrößeru 
 Konidien von Venturia inaequalis.  
erung; B) Einzelkonidie bei 4.000-facher 
ng. 
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Bei einer 4.000-fachen Vergrößerung konnten auf den Konidiosporen ebenfalls 
keine Strukturen gefunden werden, die auf eine Ansammlung von Proteinen 
schließen lässt. 
Die Interaktion mit dem polyklonalen Mausserum zeigt, dass auf der gesamten 
Oberfläche der Sporen Antigene zu finden sind. Die Spore fluoresziert beim 
Einsatz eines FITCs-gelabelten zweiten Antikörper gleichmäßig über die gesamte 
Fläche und  weist keine „hot-spots“ auf. Durch die folgenden Versuche sollten 
diese Antigene genauer charakterisiert werden.   
Die Interaktion der Sporenoberfläche mit den Lektinen Con A und WGA, sowie mit 
dem Blutserum wurde genutzt, um die Verankerung der Antigene in der Zellwand 
genauer zu studieren. Um diese Bindung zu visualisieren, waren der Anti-Maus-
Antikörper und die Lektine mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC markiert. Die 
Versuche konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Die 
Lektine Con A und WGA dienten dazu, die Zellwandschichten der Spore genauer 
zu charakterisieren. Diese beiden zuckerbindenden Proteine interagieren mit 
Glucose und Mannose (Con A) und mit N-Acetylglucosamin (WGA). Glucose ist in 
vielen Polysacchariden enthalten, die von Pilzen im Zellwandaufbau eingebaut 
werden.  
N-Acetylglucosamin ist der Hauptbestandteil des in Zellwänden von Ascomyceten 
vorkommenden Chitins. Einzelne Schichten der Zellwand wurden durch 
spezifische, enzymatische Verdaus entfernt und dann die Reaktion mit den 
Lektinen und dem Blutserum untersucht. So konnte gezeigt werden, ob eine 
Zellwandschicht oder Zellwandkomponente Einfluss auf die Interaktion zwischen 
Antikörper und Antigen hat. Viele Zellwandschichten sind aus Polysacchariden 
aufgebaut, die durch die entsprechenden Enzyme in Mono- oder Oligosacharide 
aufgespalten werden, die in Lösung gehen. Durch einen Zuckernachweis im 
Überstand des Reaktionsansatzes kann der Verdau zusätzlich kontrolliert werden. 
Das Blutserum interagiert mit den Antigenen und zeigt an, ob durch die Entfernung 
der Zellwandschichten die Antigene aus der Sporenzellwand gelöst wurden, oder 
ob sie immer noch an der Spore lokalisiert sind.  
Als Positivkontrolle wurde die Interaktion zwischen unbehandelten Ascosporen, 
dem Blutserum und den Lektinen bestimmt, um Veränderungen durch weitere 
Behandlungen vergleichen und bewerten zu können. 
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Tab. 2: Interaktion von unbehandelten Ascosporen mit polyklonalem Mausserum, Con A und WGA. 
Ohne Vorbehandlung 
 Interaktion 
Blutserum ++ 
Con A ++ 
WGA - 
 
 
Abb. 25: Ascospore von Venturia inaequalis, 1000-fach. Die Zellwand wurde mit polyklonalem 
Mausserum inkubiert. Der Antimaus Antikörper war FITC markiert. Vor der Antikörperinkubation 
wurde der Protoplast mit Alexa Fluor 658 angefärbt. Dieser Farbstoff durchdringt die Zellwand und 
bindet an die im Protoplasten vorhandenen Proteine. Links ist eine Ebene abgebildet und rechts 
ein errechnetes Bild aus 16 Ebenen. 
 
Das Blutserum und das Lektin Con A zeigten eine deutliche Interaktion mit der 
Ascosporenoberfläche. Es sind keine „hot-spots“ auf der Spore zu erkennen. Das 
WGA bindet nicht. Daraus ist zu erkennen, dass die Chitinschicht der Sporen 
durch andere Zellwandschichten verdeckt ist, so dass das WGA nicht binden 
kann. 
 
3.6.1 Proteinase K-Verdau 
Das Enzym Proteinase K verdaut unspezifisch alle Proteine. Dabei spaltet sie 
Peptidbindungen X-Y, wobei X eine aromatische, aliphatische oder hydrophobe 
Aminosäure und Y jede Aminosäure sein kann. Diese Aminosäurekombination tritt 
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sehr häufig auf, wodurch Proteinase K fast alle Proteine häufig schneidet. Durch 
die Behandlung der Sporen mit diesem Enzym kann gezeigt werden, ob es sich 
bei den Antigenen um ein Protein handelt oder nicht. Zeigt sich nach diesem 
Verdau keine Interaktion mehr mit dem Blutserum, dann ist das Antigen ein 
Protein. Binden die Antikörper auch nach dem Verdau, ist das Antigen eine andere 
Struktur auf der Zelloberfläche. 
Tab. 3: Interaktion der mit Proteinase K vorbehandelten Ascosporen mit polyklonalem Mausserum,  
Con A und WGA, FITC gelabelt. Eine starke Fluoreszenz wurde mit ++, eine schwache mit + und 
keine Interaktion mit – bezeichnet. 
Interaktion der Sporen nach Proteinase K Behandlung 
 ohne Behandlung Proteinase K 
Blutserum ++ - 
Con A ++ ++ 
WGA - - 
 
Der Proteinase K-Verdau zeigte, dass es sich bei dem Antigen um ein Protein 
handelt, da nach dem Verdau keine Bindung der Antikörper mehr nachweisbar 
war. Durch auf die Zellwand aufgelagerte Zucker ist eine Bindung von Con A 
weiter möglich. 
 
3.6.2 PNGase F-Verdau 
Der Proteinase K-Verdau zeigte, dass es sich bei dem Antigen wahrscheinlich um 
Proteine handelt. Dabei konnte es sich neben einfachen Proteinen um solche 
handeln, an die Zuckerketten gebunden waren, sogenannte Glycoproteine. Das 
Enzym PNGase F trennt die N-gebundenen Zuckerketten von dem Proteinanteil. 
Die N-gebundenen Zucker stellen den Hauptanteil der Zuckerketten an 
Glycoproteinen dar. Dieser Verdau kann die Aussage, ob es sich bei den 
Antigenen um Glycoproteine handelt, weiter präzisieren. Nach der Behandlung mit 
dem Enzym zeigt sich, ob der Zuckeranteil von Glycoproteinen oder  Proteine als 
Antigen fungieren. Interagieren die Antikörper nach dem Verdau weiterhin mit den 
Sporen, sind die N-gebundenen Zuckerketten nicht an der Bindung zwischen 
Antikörper und Antigen beteiligt.  
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Tab. 4: Interaktion der mit PNGase F vorbehandelten Ascosporen mit polyklonalem Mausserum, 
Con A und WGA (FITC gelabelt). Eine starke Fluoreszenz wurde mit ++, eine schwache mit + und 
keine Interaktion mit – bezeichnet. 
Interaktion der Sporen nach PNGase F-Verdau 
 ohne Behandlung PNGase F 
Blutserum ++ + 
Con A ++ + 
WGA - - 
Die mikroskopische Auswertung des Versuches nach dem Verdau zeigte, dass die 
Sporen nach der PNGase F-Behandlung schwächer fluoreszierten als vorher. Um 
die Reduktion der Fluoreszenz genauer zu bestimmen, wurden die Sporen nach 
dem Verdau mit PNGase F mit einem „Fluorescence Activated Cell Sorter“ (FACS) 
vermessen. Ein FACS bestimmt die exakte Fluoreszenzstärke einzelner Sporen 
und trägt diese in einem Graphen auf. Für die Messung wurden 10.000 Sporen 
analysiert (Abb. 26). Als Negativkontrolle dienten reine Sporen (lila Fläche) und 
Sporen, die nur mit dem sekundären Antikörper inkubiert wurden (schwarz). Als 
Positivkontrolle (grün) dienten reine Ascosporen, die mit Blutserum inkubiert 
waren. Der rote Graph zeigt die Fluoreszenzstärke der Sporen mit Blutserum nach 
PNGase F-Verdau. Die Y-Achse stellt die Anzahl der einzelnen Events und die X-
Achse die Fluoreszenzstärke dar. Je weiter der Graph nach rechts verschoben ist, 
umso stärker ist die Fluoreszenz.  
 
Abb. 26: FACS-Diagramm der Ascosporen von Venturia inaequalis. Auf der X-Achse ist die 
Fluoreszenzstärke aufgetragen, auf der Y-Achse die einzelnen Events. Die lila Fläche sind reine 
Ascosporen, der schwarze Graph zeigt die Fluoreszenzstärke von Ascosporen, die nur mit dem  
sekundären Antikörper inkubiert wurden. Der grüne Graph zeigt die Positivkontrolle. Dies sind 
Ascosporen, die mit polyklonalem Mausserum und einem FITC markierten 2. Antikörper inkubiert 
wurden. Der rote Graph sind Sporen, die wie die Positivkontrolle behandelt wurden, nur das vor der 
Behandlung ein PNGaseF-Verdau stattfand. 
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Die Vermessung der Sporen mit dem FACS zeigte deutlich, dass die 
Fluoreszenzstärke der Sporen mit Blutserum nach PNGase F-Verdau um den 
Faktor 10 schwächer ist als vor dem Verdau. Dadurch werden die 
mikroskopischen Beobachtungen bestätigt. Es konnte gezeigt werden, dass ein 
Teil der Antikörper aus dem polyklonalen Mausserum die N-gebundenen 
Zuckerketten eines Glykoproteins als Antigen erkennen. 
 
3.6.3 Charakterisierung der Zellwandschichten 
In weiteren Versuchen sollte nun herausgefunden werden, ob die antigenen 
Proteine in der Zellwand verankert sind oder nur auf die Sporenoberfläche 
aufgelagert sind. Dazu wurden die Sporen mit verschiedenen 
zellwandabbauenden Enzymen behandelt. Neben Glucanase und Chitinase wurde 
auch eine Cellulase eingesetzt. Eine Celluloseschicht ist bei Ascomyceten sehr 
selten. Aber durch die Arbeiten von Jaworski [1965] wurde gezeigt, dass die 
Zellwände des Mycels von Venturia Cellulose beinhaltet. Dadurch lag der Schluss 
nahe, dass auch die Ascosporenzellwand Cellulose beinhaltet. Eine Kontrolle des 
Verdaus war neben der Interaktion mit dem Blutserum und den Lektinen Con A 
und WGA der Nachweis von Zuckern im Überstand. Wenn die Zellwandschichten 
aus Polysacchariden bestehen, von denen durch die Enzyme Mono- oder 
Oligosaccharide abgespalten werden und in den Überstand gelangen, sind diese 
Zucker dann mit der Phenol-Schwefelsäure-Methode quantitativ im Überstand 
nachweisbar.   
Tab. 5: Interaktion der Sporen mit Blutserum, Con A und WGA (FITC-gelabelt) sowie der 
quantitative Zuckernachweis nach der Behandlung mit verschiedenen zellwandabbauenden 
Enzymen. Eine starke Fluoreszenz wurde mit ++, eine schwache mit + und keine Interaktion mit – 
bezeichnet. 
Ohne Vorbehandlung 
 Ohne Behandlung ß-1,3-Glucanase Cellulase Chitinase
Blutserum ++ ++ ++ ++ 
Con A ++ ++ ++ ++ 
WGA - - - - 
Zuckernachweis - - - - 
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Es traten keine Veränderungen bei den Interaktionen mit den verschiedenen 
Lektinen und dem Blutserum auf. Ebenso konnten keine Zucker im Überstand des 
Verdaus nachgewiesen werden. Dieser Versuch zeigte, dass keines der Enzyme 
die Sporenzellwand angreifen konnte. Daher ist die Anwesenheit einer 
hydrophoben Schicht oder ähnlichem auf der Sporenzellwand sehr 
wahrscheinlich. Solche Schichten schützen die Zelle vor Angriffen durch Enzyme. 
Aus diesem Grund wurden die Sporen vor den nächsten Verdaus zunächst mit 
dem Detergenz Triton X-100 inkubiert, um diese Wachsschicht zu entfernen. Die 
so behandelten Ascosporen wurden anschließend in je einem Ansatz mit den drei 
zellwandabbauenden Enzymen Glucanase, Chitinase und Cellulase inkubiert. 
Tab. 6: Interaktion der mit Triton X-100 vorbehandelten Sporen mit Blutserum, Con A und WGA 
(FITC gelabelt), sowie der quantitative Zuckernachweis nach der Inkubation mit verschiedenen 
zellwandabbauenden Enzymen. Eine starke Fluoreszenz wurde mit ++, eine schwache mit + und 
keine Interaktion mit – bezeichnet. 
Mit Triton X-100 behandelte Sporen 
 Ohne 
Behandlung
Triton X-
100 
ß-1,3-
Glucanase
Cellulase Chitinase
Blutserum ++ ++ ++ ++ ++ 
Con A ++ ++ - ++ ++ 
WGA - - - - - 
Zuckernachweis - - ++ - - 
In diesem Versuch zeigte sich, dass nach dem Glucanaseverdau das Lektin Con 
A nicht mehr an die Sporenoberfläche band und dass im Überstand Zucker 
nachgewiesen werden konnten. Einen Einfluss auf die Antigen-Antikörper-
Interaktion hatte keiner der Verdaus, was darauf hinwies, dass die Glycoproteine 
tiefer in der Zellwand eingelagert waren. Der Versuch zeigte, dass auf der 
Sporenoberfläche eine detergenzlösliche Schicht aufgelagert war und den Verdau 
von Enzymen verhinderte. Wurde diese Schicht durch Triton X-100 entfernt, 
konnte eine Glucanase die Zellwand angreifen. Damit kamen auf die Zellwand 
aufgelagerte Proteine als Antigen nicht in Frage, da solche Antigene durch die 
Behandlung mit dem Detergenz entfernt wurden. Dies zeigte sich auch darin, dass 
die Inkubation der Sporen mit 1% Triton X-100 alleine keinen Einfluss auf die 
Interaktion der Sporen mit dem Blutserum oder den Lektinen hatte. Dies ist in  
Abb. 27 zu sehen. Das mikroskopische Bild zeigt eine Spore, die nach der Triton-
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Behandlung mit Blutserum inkubiert wurde. Es ist eine deutliche Fluoreszenz der 
Ascospore zu erkennen.  
 B 10 µm 
Abb. 27: Interaktion einer Ascospore mit Bluts
A: Fluoreszenz
 
Zur Untersuchung der tiefergelegen
zuerst mit 1% Triton X-100 und dan
einem Verdau von Cellulase und 
dienten die vorbehandelten Sporen. 
Tab. 7: Interaktion der mit Triton X-100 und G
A und WGA (FITC gelabelt), sowie der quantit
verschiedenen zellwandabbauenden Enzymen
schwache mit + und keine Interaktion mit – be
Ascosporen nach Triton X-100
 Positivkontrolle
Blutserum ++ 
Con A - 
WGA - 
Zuckernachweis - 
 
10 µm 
Abb. 28: Interaktion von FITC-gelabeltem W
dann mit einer Glucanase  und anschließend
DuAerum  nach Behandlung der Spore  mit Triton X-100. 
bild ; B: Durchlichtbild 
en Zellwandschichten wurden die Sporen 
n mit Glucanase verdaut und anschließend 
Chitinase unterzogen. Als Positivkontrolle 
lucanase vorbehandelten Sporen mit Blutserum, Con 
iative Zuckernachweis nach der Inkubation mit 
. Eine starke Fluoreszenz wurde mit ++, eine 
zeichnet. 
- und ß-1,3-Glucanasevorbehandlung 
 Cellulase Chitinase 
++ ++ 
- - 
++ - 
++ - 
 
GA mit einer Ascospore, die erst mit Triton X-100, 
 mit Cellulase inkubiert wurde. A: Fluoreszenzbild; B: 
rchlichtbild 
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Nach dem Cellulaseverdau wurden Zucker als Abbauprodukt der Celluloseschicht 
im Überstand nachgewiesen. Bei dem Ansatz mit Chitinase war dies nicht der Fall. 
Nach dieser Behandlung bindet das Lektin WGA an den Sporen (Abb. 28). Die 
Interaktion war vor dem Verdau nicht nachzuweisen. Daraus ließ sich ableiten, 
dass unter der Celluloseschicht eine Chitinschicht folgte.  
Um diese These zu bestätigen, wurden Ascosporen schrittweise zunächst mit 
Triton X-100, dann mit einer Glucanase und zuletzt mit einer Cellulase 
vorbehandelt, um dann mit einer Chitinase verdaut zu werden. Die vorbehandelten 
Sporen dienten als Positivkontrolle.  
Tab. 8: Interaktion der mit Triton X-100, Glucanase und Cellulase vorbehandelten Sporen mit 
Blutserum, Con A und WGA (FITC-gelabelt), sowie der quantitiative Zuckernachweis nach der 
Inkubation mit verschiedenen zellwandabbauenden Enzymen. Eine starke Fluoreszenz wurde mit 
++, eine schwache mit + und keine Interaktion mit – bezeichnet. 
Ascosporen mit Triton, ß-1,3-Glucanase und Cellulase vorbehandelt. 
 Positivkontrolle Chitinase 
 Zellwand Protoplast Zellwand Protoplast 
Blutserum ++ - + + 
Con A - - + + 
WGA ++ - + + 
 
 10 µm 
Abb. 29: Interaktion von FITC-gelabeltem ConA mit einer Ascospore, die erst mit Triton X-100, 
dann mit einer Glucanase, einer Cellulase und im Anschluss mit einer Chitinase inkubiert wurde. A: 
Fluoreszenzbild. Es sind keine Unterschiede zwischen Zellwand und Protoplast mehr zu erkennen; 
B: Durchlichtbild 
 
Nach dem Verdau sind Interaktionen des Blutserums und beider Lektine mit der 
Spore zu erkennen, wobei diese Interaktionen nicht mehr nur auf der 
Zelloberfläche zu sehen sind. Die Fluoreszenz ist auch im Protoplasten zu 
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erkennen. Da dies vor der Chitinasebehandlung nicht auftrat, ist deutlich, dass 
durch die Chitinase weitere Teile der Zellwand abgebaut wurden und sie 
permeabel für die Lektine und die Antikörper wurden. Der Versuch zeigte, dass im 
Anschluss an die Cellulose eine Chitinschicht lokalisiert ist.  
Zusammenfassend lässt sich über den Aufbau der Ascosporenzellwand sagen, 
dass die Sporen durch eine außen aufgelagerte hydrophobe Schicht vor den 
Angriffen von zellwandabbauenden Enzymen geschützt sind. Unter dieser Schicht 
befindet sich eine Glucan-, dann eine Cellulose-, gefolgt von einer Chitinschicht. 
Trotz des Abbaus dieser Schichten blieb die Form der Ascosporen erhalten. Die 
als Antigene fungierenden Glycoproteine sind nicht auf die Sporenwand 
aufgelagert, sondern tiefer in der Zellwand verankert. Die Chitinschicht scheint mit 
tieferliegenden Schichten verwoben zu sein, da sie durch die Chitinase nicht 
vollständig abgebaut werden kann. 
 
Abb. 30: Schematisches Modell einer Ascospore. Ein Teil der Sporenwand ist schematisch 
vergrößert. Dort sind die einzelnen Schichten zu erkennen. Zunächst die äußere hydrophobe 
Schicht und dann die darunter liegende Glucan-, Cellulose- und Chitinschicht.   
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3.6.4 Gaschromatographische Auftrennung von Monosacchariden 
Bei den Versuchen zur Charakterisierung der Antigene konnte gezeigt werden, 
dass die Zuckerketten der Glycoproteine, die in der Zellwand enthalten sind, eine 
wichtige Rolle bei der Interaktion mit den Antikörpern spielen. Es war eindeutig, 
dass nach einem Abtrennen der N-gebundenen Zuckerketten die Anzahl der 
gebundenen Antikörper stark verringert war. Die von den gebundenen Antikörpern 
ausgehende Fluoreszenzstärke war um den Faktor 10 schwächer als bei den 
Sporen mit den Zuckerketten. Auf Grund dieser Ergebnisse sollten weitere 
Informationen über die Zusammensetzung der Zuckerketten gewonnen werden. 
Dazu wurden durch einen PNGase F-Verdau die N-gebundenen Zucker frei-
gesetzt, mittels einer sauren Hydrolyse in Monosaccharide aufgespaltet und dann 
getrocknet. Um sie durch einen Gaschromatographen auftrennen und 
massenspektroskopisch detektieren zu können, wurden die Zucker in MSTFA 
aufgenommen und damit derivatisiert. Eine Versuchsreihe, in der verschiedene 
Zucker vermessen wurden, diente dazu, die von den Zuckern der Spore 
erhaltenen Daten richtig auswerten zu können. Die Retentionszeiten und die 
Massenspektren der Monosaccharide ß-D-Ribose, ß-D-Xylose, ß-D-Fructose, ß-
D-Arabinose, ß-D-Glucose, ß-D-Mannose, und ß-D-Galactose wurden 
aufgenommen. Jeder dieser Zucker eluiert auf Grund seiner beiden isomeren 
Strukturen an zwei Zeitpunkten.  
 
 
Abb. 31: GC-Diagramm von Ribose (A)  mit dem entsprechenden Massenspektrum (B). Die 
Retentionszeiten sind: 16,31 und 16,7 min.   
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Abb. 32: GC-Diagramm von Xylose  (A)  mit dem entsprechenden Massenspektrum (B). Die 
Retentionszeiten sind: 18,27 und 20,54 min.        
 
 
Abb. 33: GC-Diagramm von Fructose  (A)  mit dem entsprechenden Massenspektrum (B). Die 
Retentionszeiten sind: 22,94 und 23,36 min. 
 
 
Abb. 34: GC-Diagramm von Arabinose (A) mit dem entsprechenden Massenspektrum (B). Die 
Retentionszeiten sind: 15,23 und 16,21 min    
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Abb. 35: GC-Diagramm von Glucose (A) mit dem entsprechenden Massenspektrum (B). Die 
Retentionszeiten sind: 27,52 und 33,91 min    
 
 
Abb. 36: GC-Diagramm von Mannose (A) mit dem entsprechenden Massenspektrum (B). Die 
Retentionszeiten sind: 23,03 und 28,12 min.     
 
 
Abb. 37: GC-Diagramm von Galactose (A) mit dem entsprechenden Massenspektrum (B). Die 
Retentionszeiten sind: 25,75 und 28,24 min.    
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Abb. 38: GC-Diagramm von Fucose  (A) mit dem entsprechenden Massenspektrum (B). Die 
Retentionszeiten sind: 16,96 und 18,28 min.    
 
Das Auftragen der einzelnen Retentionszeiten in einer Zeitachse verdeutlicht, 
dass die Monosacharide auf Grund ihrer ähnlichen Strukturen schwer zu trennen 
sind (siehe Abb. 40). Durch Verunreinigungen in den Lösungen aus den Verdaus 
können sich die Retentionszeiten zudem leicht verschieben, wodurch sie dann 
nicht mehr auseinander gehalten werden können. Schon bei einem reinen 
Gemisch aus Monosachariden ist es nicht möglich, alle Zucker eindeutig zu 
bestimmen (Abb. 39).   
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Abb. 39: GC-Diagramm eines Gemisches aus den Standards. 
                    
Minuten 
Abb. 40: Zeitachse der Retentionszeiten der Monosacharide. Es ist deutlich zu erkennen, dass 
einige Zucker sehr ähnliche Elutionszeiten haben. 
 
Die Auftrennung und Identifikation der Einzelzucker aus einem Gemisch der 
Standards stellte sich als schwierig heraus. Daher wurden für die Versuche mit 
den pilzlichen Zuckern zunächst Konidien eingesetzt, da sie, im Gegensatz zu 
Ascosporen, in großen Mengen zur Verfügung standen. Bei einem erfolgreichen 
Versuch sollten dann die Zucker der Ascosporen untersucht werden. Die 
Zuckerketten wurden ebenfalls wie bei den Ascosporen mit PNGase F abgedaut 
und anschließend durch saure Hydrolyse in Monosacharide aufgespalten. Diese 
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Zucker wurden getrocknet, mit MSTFA derivatisiert und dann ein Aliquot von 1 µl 
in den GC-MS injiziert,   
 
Abb. 41: GC-Diagramm einer Lösung, die die Zucker von 15 Mio. Konidien enthält, die durch 
PNGase F von der Zellwand abgelöst wurden und durch konz. Schwefelsäure hydrolysiert wurden. 
 
Es war nicht möglich, die Zucker, die von Konidien abgelöst wurden, zuzuordnen. 
Von keinem Zucker waren beide Retentionszeiten zu finden, und auf Grund der 
ähnlichen Massenspektren konnten jedem Peak mehrere Zucker mit einer 
Wahrscheinlichkeit von über 95% zugewiesen werden. In dem injizierten Gemisch 
waren neben den Zuckern noch Salze und andere Substanzen aus dem 
Versuchsansatz enthalten. Diese Substanzen wurden ebenfalls durch die 
Massenspektroskopie detektiert. Somit ist die gaschromatographische 
Auftrennung mit Massenspektroskopie zur Identifikation einzelner Monosaccharide 
aus einem Gemisch so nicht geeignet.  
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3.7 Sporenfalle 
3.7.1 Konstruktion der Sporenfalle 
Das Grundprinzip des Sensors sah vor, dass die Ascosporen von einem 
Referenzblatt gegen den Sensor geschleudert und dort detektiert werden sollten. 
Dieses Prinzip basierte auf dem Einsatz von Antikörpern in der Luft. Dies war eine 
wissenschaftliche Herausforderung, da Antikörper aus dem wässrigen System Blut 
kommen und somit für den Einsatz an der Luft modifiziert werden mussten. Um 
eine Bindung von Ascosporen an einen Schwingquarz in Wasser testen zu 
können, wurde das Prinzip des Sensors für diese Versuche geändert. Es sollten 
Sporen aus der Luft gefangen und im wässrigen System an den mit Antikörpern 
beschichteten Quarz binden. Dazu war es nötig, eine eigene Sporenfalle zu 
entwickeln. In Abbildung 43 ist eine Aufnahme der fertigen Sporenfalle zu sehen 
und daneben eine technische Übersichtszeichnung, die das Prinzip der Falle 
verdeutlichen soll. Exakte technische Zeichnungen aller Teile der Falle sind im 
Anhang zu finden. Sie wurden nach der Testphase im Feld von Dipl. Ing. Franz 
Wolters angefertigt.   
 
Abb. 42: Grundprinzip der Sporenfalle 
Grundbedingungen dieser Falle waren eine sich gegen den Wind drehende 
Einlassöffnung (A), um luftverfrachtete Partikel gut einsaugen zu können, und ein 
Auffanggefäß für die angesaugten, luftverfrachteten Partikel (B), an das später der 
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Sensor angeschlossen werden sollte. Um die Falle mit einer Burkardfalle 
vergleichen zu können, war ein Luftdurchsatz von 10 l/min nötig, da dies die 
Luftleistung der anerkannten Burkardfallen ist. Eine letzte wichtige 
Grundvoraussetzung war der Fuß der Falle, der Platz für die technischen 
Komponenten bieten sollte. Bei der Konstruktion der Falle war es von 
entscheidender Bedeutung, dass alle Teile, die mit Sporen in Kontakt traten, aus 
Glas gefertigt waren. Dies war nötig, da die Sporen eine hohe Affinität zu vielen 
gängigen Kunststoffen aufwiesen und somit an den Kunststoffteilen hängen 
geblieben wären, bevor sie in der Fangflasche angelangt wären.  
Als Fuß der Sporenfalle wurde eine Edelstahlkiste (C) mit der Kantenlänge von  
50 cm gebaut. Im Boden dieser Kiste befindet sich eine Öffnung für ein Kabel und 
in jeder Ecke ein Loch von 8 mm Durchmesser, um Kondenswasser die 
Möglichkeit zum Abfließen zu geben. Eine Seitenwand der Kiste kann geöffnet 
werden, ist aber in geschlossenem Zustand wetterdicht. An zwei 
gegenüberliegenden Wänden wurde jeweils eine Luftöffnung mit dem 
Durchmesser 8 cm eingelassen. Dadurch konnte eine kontinuierliche Belüftung 
der Kiste erreicht werden, wodurch sich kein Kondenswasser mehr ansammelte. 
Mittig im Deckel der Kiste befand sich die Öffnung für das Fangrohr. (Zeichnung 
1). In dieser Kiste war Platz für alle technischen Komponenten der Falle. 
Auf den Deckel der Kiste war die Halterung für den beweglichen Kopf der Falle 
angeschraubt (D). In der Halterung war für eine reibungslose Beweglichkeit des 
Kopfes ein rostfreies Edelstahlkugellager (Lager S6003W203B) eingelassen. Die 
Achsenöffnung in dem Kugellager diente der Durchführung des Fangrohres und 
war über dem Loch in dem Kistendeckel platziert. Gehalten wurde das Glasrohr 
mittels eines durchbohrten Sechskant, durch den das Fangrohr (G) geschoben 
wurde. Am Ende des Gewindes befand sich ein kleiner Konus mit einem O-Ring. 
Durch den Sechskant wurde der O-Ring in den Konus gedrückt und klemmt das 
Glasrohr fest. Die Plattform, in die der Sechskant gedreht wurde, dient der 
Befestigung des Metallrohrs (F), das das Windsegel (E) trug. Dieses Rohr wurde 
mit drei Gewindeschrauben M5 an der Plattform befestigt.(Abb. 43A)(Zeichnung 2)  
Der Kopf der Falle bestand aus einem Edelstahlrohr (F), welches als Schutz für 
das Fangrohr aus Glas diente und an dem sich entgegengesetzt zu der 
Ergebnisse  105 
Fangrohröffnung (A) ein Windsegel (E) befand. Dadurch wurde die Öffnung des 
Fangrohrs (A) stets gegen den Wind gedreht. (Zeichnung 3 und 4)(Abb. 43) 
 
Abb. 43: A) Foto des Drehteils. Der Mittelteil wurde herausgezogen, damit das Kugellager sichtbar 
wird. B) Foto des Kopfes auf dem Drehteil. Windsegel, Regenblech und das Fangrohr sind zu 
erkennen. 
 
Das Glasfangrohr (G) hatte einen Innendurchmesser von 5 mm und einen 
Außendurchmesser von 8 mm. Es war im oberen Teil in einem Bogen von 90° 
gewinkelt, um eine waagrechte Einlassöffnung (A) zu erhalten. Die nach außen 
gerichtete Öffnung war zu einem leichten Trichter geweitet, um Verwirbelungen zu 
vermeiden. Durch solche Verwirbelungen wären die luftverfrachteten Partikel 
größtenteils an der Öffnung vorbeigeströmt und nicht eingesaugt worden. 
Um den direkten Kontakt der Öffnung  (A) mit Regen zu verhindern, war sie mit 
einer runden Aluminiumplatte (H) überdacht (Abb. 43B).  
Als Fangflasche (B) diente eine 100 ml Schottflasche, an die kurz vor dem Boden 
eine Schlauchtülle angesetzt war. An diese Schlauchtülle wurde ein 
Schwimmerventil (I) angeschlossen, welches über das Prinzip der 
kommunizierenden Röhren den Wasserstand in der Fangflasche konstant halten 
sollte. Das Ventil wurde entsprechend der Sporenfalle von Kast angefertigt [1993]   
(Abb. 44)(Zeichnung 5).  
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             Abb. 44: Schwimmersystem mit Fangflasche. Der untere Schlauch dient als Zulauf . 
Durch die Fangflasche wurde Luft gesaugt. Daher ist ein leichter Unterdruck in 
dieser Flasche nötig, um die Luft gegen die Wassersäule des Fangwassers zu 
saugen. Damit das Prinzip der kommunizierenden Röhren zwischen Fangflasche 
und Schwimmer funktionieren konnte, musste an dem Schwimmer der gleiche 
Unterdruck herrschen wie in der Flasche. Daher wurden diese beiden Teile in eine 
Kammer gestellt (J) (Abb. 45). In dieser Kammer konnte Unterdruck erzeugt 
werden und wirkte so auf die Fangflasche wie auf das Schwimmersystem. Diese 
Kammer bestand aus einem Acrylglaszylinder mit dem Durchmesser von 20 cm, 
der an beiden Seiten durch Kunststoffplatten aus Teflon verschlossen war. Am 
unteren Rand der Röhre befand sich eine zweiseitige Schlauchtülle. An der 
Außenseite war die Wasservorratsflasche (K) angeschlossen und an der 
Innenseite der Zulauf zu dem Schwimmerventil (Zeichnung 6) (Abb. 45). 
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A B
Abb. 45: A: die leere Vakkuumkammer. Links ist der Zulauf für das Schwimmerventil zu sehen.  
B: Vakuumkammer mit eingesetztem Schwimmerventil und Fangflasche. 
A
Im Deckel befanden sich zwei Öffnun
eines Rührers (L) aus der Chemie
geschliffene Rührerstange (M) war ein
Fangrohr befestigt wurde. Diese
Fluchtfehlerausgleich. Das andere En
unter der Wasseroberfläche. In 
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Fangflasche erreicht. Andere unterd
z.B. das Abdichten mit einem Simmer
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„Laborboys“ konnte die Eintauchtie
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Abb. 46: Anordnung der Komponenten in der Sporenfalle. Links ist die Unterdruckkammer und 
rechts ist die Pumpe zu erkennen. Mit dem „Laborboy“ kann die Höhe der Vakuumkammer 
reguliert werden. 
 
Das hier eingesetzte Vorratsgefäß (K) war eine 1 Liter Animpfflasche, die neben 
der Vakuumkammer (J) in gleicher Höhe mit dem Schwimmer (I) platziert wurde. 
Der statische Druck, der durch das Wasser aus der Vorratsflasche auf das 
Schwimmersystem wirkte, konnte durch die Standhöhe der Vorratsflasche variiert 
werden. Je höher die Flasche stand, umso größer war auch der statische Druck im 
Schwimmerventil.  
Für den nötigen Unterdruck in der Kammer und somit ein Einsaugen der Luft in 
das Fangrohr (G) sorgte eine Membranpumpe (SP770EC8DC) (N) der Firma 
„Schwarzer Präzision“ in Essen. Diese Pumpe hatte eine maximale Luftleistung 
von 18 l/min. Die Stromversorgung für diese Pumpe erfolgte über ein regelbares 
12V Netzteil (P). Dadurch lässt sich die geförderte Luftmenge auf 10l/min 
drosseln, um vergleichbare Werte zu der Burkard-Sporenfalle zu erhalten. Die 
Spannung von 12 V wurde gewählt, da der fertige Sensor mit der Sporenfalle 
autark in einem Feld stehen sollte. Durch die Spannung von 12 V war ein Betrieb 
mit einer Autobatterie oder über Solarzellen eine Möglichkeit der Strom-
versorgung. Im Testbetrieb wurde die Falle mit dem Netzteil über eine Standard- 
220 V Steckdose mit Strom versorgt. 
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3.7.2 Freilandversuche mit der Sporenfalle 
3.7.2.1 Universitätsklinikum Aachen 
Die ersten Versuche mit der Sporenfalle fanden von April bis August 2002 in 
Aachen auf dem Stromaggregatehaus des Klinikums statt. Der Standort für die 
ersten Versuche wurde gewählt, da sich auf dem Gebäude ein Burkard- 
Sporensammler befand, mit dessen Fangleistung die neue Sporenfalle verglichen 
werden sollte. Die Fallen standen nebeneinander, senkrecht zur 
Hauptwindrichtung und arbeiteten so unter gleichen Bedingungen.  
Zunächst wurde eine Fangflasche eingesetzt, die nicht mit einem 
Schwimmersystem ausgerüstet war. Die Rührerhülse befand sich im Deckel der 
Fangflasche (Abb. 47).  
 
Abb. 47: Fangfalsche ohne Schwimmersystem, wie sie zu Versuchen auf dem Klinikumsdach 
eingesetzt wurde. 
Durch die Verdunstung, die auf Grund der Durchlüftung des Wassers auftrat, 
konnte sie bei einer eingesetzten Wassermenge von 100 ml, je nach 
Wetterbedingungen nur einen Tag laufen. Das Fangwasser wurde täglich 
kontrolliert und nachgefüllt. Um diesen Arbeitsaufwand zu verringern, wurde 
später das Schwimmersystem installiert. Als Pumpe stand für diese Versuche 
noch nicht die Pumpe der Firma „Scharzer Präzission“ aus Essen zur Verfügung. 
Es kam eine Membranpumpe der Firma Wisa mit einer Luftleistung von 7 l/min 
zum Einsatz.  
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Obwohl die Luftleistung des Burkard-Sammlers mit 10 l/min drei Liter pro Minute 
höher lag als die der neu entwickelten Sporenfalle, konnten im Testjahr 2002 
gleiche Ergebnisse erzielt werden.  
Auf Grund der Lage des Probenortes in Aachen, in dessen Hauptwindrichtung sich 
keine Apfelplantagen befinden, war nicht zu erwarten, dass Ascosporen von 
Venturia gefangen werden. Trotzdem wurden ab und zu Venturia Ascosporen 
gefunden. Es wurden die verschiedensten Pollen und Pilzsporen gefangen, deren 
Quantität festgehalten wurde. Die auf der Membran der Burkard-Sporenfalle 
gefundenen Pollen konnten auch in der Fangflasche identifiziert werden. Dazu 
wurde die Membran mikroskopisch ausgewertet. Das Wasser aus der Fangflasche 
wurde abzentrifugiert und dann mittels einer Thomakammer ebenfalls unter dem 
Mikroskop ausgezählt. 
Tab. 9: Auswertung des Klebestreifens der Burkard-Sporenfalle und des Fangwassers der neuen 
Falle 
Datum Burkard-Sporenfalle Fangflasche 
25.4. – 2.5. Viele Pollen und Sporen 50.000 Pollen/Sporen  
3.5. – 7.5. Sehr wenig Pollen/Sporen < 10.000 Pollen/Sporen 
8.5. – 14.5. Viele Pollen/Sporen > 50.000 Pollen/Sporen  
15.5 – 21.5. Mittlere Pollenmenge n.g. 
22.5 – 28.5. Mittlere Pollenmenge n.g. 
29.5. –11.6. Mittlere Pollen-/Sporenmenge 22.000 Pollen/1.000 Sporen 
12.6. –18.6.  Mittlere Pollen-/Sporenmenge 20.000 Pollen/4.000 Sporen 
19.6. – 25.6. Wenig Pollen 10.000 Pollen 
26.6. – 3.7. Kaum Pollen < 10.000 Pollen 
4.7. – 18.7. Kaum Pollen < 10.000 Pollen 
19.7. – 24.7. Kaum Pollen/Sporen 400 Pollen;1.000 Sporen 
25.7. – 31.7. Wenig Pollen/ Sporen 5.000 Pollen;5.000 Sporen 
1.8. – 8.8. Kaum Pollen 1.000 
9.8. – 15.8. Kaum Pollen 5.000 Pollen; 10.000 Sporen 
Die Auswertung des Streifens aus der Burkardfalle war sehr zeitintensiv. Eine 
Quantifizierung der einzelnen Partikel ist nur schwer möglich. Das Fangwasser 
aus der neuen Falle konnte schnell und effektiv nach einer Zentrifugation mit einer 
Thomakammer quantitativ ausgewertet werden.  
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3.7.2.2 Apfelplantage 
Auf Grund der Erfahrungen durch die Versuche in Aachen war es nötig, ein 
System zu entwickeln, das den Wasserverlust in der Fangflasche ausglich, um 
eine längere, wartungsfreie Laufzeit der Sporenfalle zu erreichen. Daher wurde an 
die Fangflasche eine Vorratsflasche angehängt, die über ein mechanisches 
Schwimmerventil das Wasser in der Fangflasche konstant hielt. So konnte die 
Falle über mehrere Wochen ohne Kontrolle im Einsatz bleiben. Es ist aber 
anzumerken, dass das Schwimmersystem einer Weiterentwicklung bedarf. Durch 
den nur geringen Auftrieb des Schwimmers ist er nicht in der Lage, das 
mechanische Ventil so fest zu schließen, dass nicht auch bei geringem statischen 
Druck Wasser aus der Reserveflasche in die Kammer fließt.  
Die Sporenfalle konnte in einer Plantage mit ökologischem Apfelanbau getestet 
werden. Sie stand im Windschatten der anfälligsten Bäume (Sorte Arlett) und 
somit im Bereich des größten Sporenpotentials. Die von den am Boden liegenden 
Blättern ausgeschleuderten Sporen wurden durch den Wind direkt in Richtung der 
Falle geweht. Auf Grund der geringen Sporenanzahl im Jahr 2003 (siehe 3.1) 
konnten keine Venturia Sporen gefangen werden. Durch eine mikroskopische 
Kontrolle der Blätter aus diesem Bereich wurden kaum Pseudothecien mit 
Ascosporen von Venturia gefunden. Auch an den Bäumen konnten zu einem 
späteren Zeitpunkt, selbst ohne Fungizidbehandlungen, keine Schorfsymptome 
bonitiert werden. Trotz des Ausfalls des Sporenfluges von Venturia funktionierte 
die Falle. Es waren viele Pollen der verschiedensten Gräser im Fangwasser zu 
finden.  
 
3.8 Screening der cDNA Bank 
Durch die gewonnenen, hochreinen Ascosporen von Venturia war es möglich, ein 
polyklonales Mausserum gegen die Sporen zu gewinnen [Ribbert, Dissertation in 
Vorbereitung]. In vorhergegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass das 
Antigen dabei möglicherweise ein tief in der Zellwand eingelagertes Glycoprotein 
ist (siehe 3.6). In den Versuchen, in denen mit PNGase F die N-gebundenen 
Zuckerketten von dem Proteinanteil getrennt wurden, konnte gezeigt werden, dass 
ein Teil der Antikörper aus dem polyklonalen Serum diese N-gebundenen 
Zuckerketten als Antigen erkennt. Es waren ebenso Antikörper vorhanden, die 
nach diesem Verdau noch an der Sporenoberfläche banden. Es konnten nach 
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dem PNGase F-Verdau Interaktionen zwischen den Sporen und dem Serum 
gezeigt werden. Bei den nach dem PNGase F-Verdau noch vorhandenen 
Antigenen muss es sich um Proteine handeln. Dies zeigte sich dadurch, dass 
nach einem Proteinase K-Verdau keine Interaktion zwischen Blutserum und Spore 
nachzuweisen war.  
Um ein solches antigen wirkendes Protein genauer zu charakterisieren, wurde uns 
freundlicherweise von Prof. Dr. Matthias Hahn, Leiter des Institutes für 
Phytopathologie der Universität Kaiserslautern, eine in einem Phagemidvektor 
klonierte, cDNA-Bank von Venturia zur Verfügung gestellt. Diese Bank wurde aus 
Mycel des Pilzes hergestellt und war in drei Teile geteilt: 1a, 1b und 2. In 
Vorversuchen wurde gezeigt, dass Antikörper aus dem Blutserum auch mit Mycel 
und Konidien des Pilzes interagierten. Daher bestand die Möglichkeit, in dieser 
cDNA-Bank ein Protein zu finden, das als Antigen fungiert. Dazu wurde diese 
cDNA-Bank einer Massenexcission unterzogen, um die enthaltenen Plasmide in 
E. coli Bakterien des Stammes XLOLR zu übertragen. Aus diesem Bakterienpool 
wurde dann ein Klon isoliert, der mit dem polyklonalen Mausserum interagiert. Im 
Weiteren wird auf die einzelnen Versuche zur Isolation des Klons eingegangen.   
 
3.8.1 Amplifikation der Phagen 
Die Phagen der cDNA Bank sowie der Helferphage ExAssist konnten in 
ausreichenden Mengen amplifiziert werden. Durch die erfolgreiche Vermehrung 
war es möglich, die benötigten Mengen der Phagen in weiteren Versuchen 
einzusetzen. 
 
3.8.2 Massenexcission 
Die Methode der Massenexcission dient dazu, die in dem Phagengenom des 
Lambda-Phagen enthaltenen pBK-CMV-Vektoren mit den Inserts der cDNA zu 
isolieren und in Bakterien zu überführen. Durch diese Methode erhält man einen 
Bakterienpool, dessen Bakterien je einen Vektor mit einem Insert aus der cDNA-
Bank beinhalten. 
Die Phagen aus der Phagenbank 1a wurden in einer Massenexcission eingesetzt. 
Aus dieser Bank konnten genug Vektoren aus dem Phagengenom ausgeschnitten 
und in Bakterien übertragen werden, sodass 4.000 Einzelklone von den 
Selektionsmedien abgenommen und in 96-vial-Platten kultiviert werden konnten. 
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Diese 4.000 Einzelklone wurden im weiteren Verlauf gescreent, ob auf dem Insert 
aus der cDNA-Bank ein Protein codiert ist, das mit dem Mausserum interagiert. 
 
3.8.3 Proteinscreening 
Die durch die Massenexcission gewonnenen 4.000 Einzelklone beinhalteten den 
pBK-CMV-Vektor, der als Insert ein Gen aus Venturia trägt. Der Vektor wurde so 
entworfen, dass vor dem Insert der lacZ-Promotor positioniert ist. Dieser Promotor 
kann durch die Zugabe von IPTG induziert werden und somit die Transkription des 
Inserts starten. Die durch die Massenexcission erhaltenen 4.000 Einzelklone 
konnten erfolgreich mit 2 mM IPTG im Medium induziert werden. Die Gene aus 
Venturia konnten so transkribiert und die entsprechenden Proteine translatiert 
werden. Die Anzucht der Kulturen erfolgte in Microtiterplatten mit 96 Kammern. 
Zunächst wurden die mit IPTG induzierten Kulturen aus den Kammern auf 
Nährmedienplatten überstempelt und bei 37°C inkubiert. So erhält man exakte 
Replica der einzelnen Mikrotiterplatten. Für die weiteren Versuche des Screenings 
wurden die Zellen in den Kammern abgetötet. Durch die Kopie blieben sie aber in 
Kultur und konnten so gegebenenfalls weiter kultiviert werden. Für den Aufschluss 
der Zellen in den Microtiterplatten wurde zu den 200 ml Kultur 10 µl  
20 %-ige SDS-Lösung gegeben und die Platten 20 Minuten bei 80°C inkubiert. 
Durch die Hitze und das SDS wurden die Zellen geknackt und die intrazellulären 
Proteine freigesetzt. Die Aminogruppen der Proteine reagierten mit dem SDS und 
wurden denaturiert. Die Überstände aus diesem Aufschluss mit den denaturierten 
Proteinen wurde auf eine Membran geblottet (Dotblot). Das Screening erfolgte 
dann durch einen Westernblot mit dem gegen Bakterienprotein aufgereinigten 
polyklonalen Mausserum. Da das Serum auch Antikörper gegen Proteine aus E. 
coli enthielt, mussten diese vor dem Screening entfernt werden (siehe 2.8.3.2.1). 
Der bei den Westernblots eingesetzte Anti-Maus-Antikörper war mit einer 
alkalischen Phosphatase gekoppelt. Durch die Reaktion dieses Enzyms mit dem 
Substrat NBT/BCIP entsteht eine Färbung. Bei erfolgreicher Interaktion eines 
Antikörpers aus dem Serum mit einem Protein aus der cDNA-Bank zeigt sich an 
der entsprechenden Stelle auf der Membran ein farbiger Fleck. Der Klon, der das 
für dieses Protein codierende Gen aus der cDNA-Bank beinhaltet, konnte dann 
von den Kopien der Mikrotiterplatte abgenommen und weiter kultiviert werden. Bei 
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dem Screening wurde ein Protein gefunden, welches mit dem polyklonalen 
Mausserum interagiert (Abb. 48). 
 
Abb. 48: Membran eines Dotblots von 96 Kolonien. Eine Kolonie weist eine Interaktion mit den 
Antikörpern auf. 
Die zu diesem Signal gehörende Kolonie auf den abgestempelten Medien konnte 
von der Platte abgenommen und in Reinkultur überführt werden. Der Klon wurde 
mit dem Namen AWBT6 bezeichnet. Somit war ein Bakterium isoliert worden, das 
ein Protein aus Venturia inaequalis exprimieren kann. Durch die Anzucht dieses 
Klons war es möglich, dieses Protein in größeren Mengen zu isolieren. Weiterhin 
war es möglich, das Plasmid aus dem Bakterium zu isolieren und daraus die 
Sequenz des Gens zu bestimmen. 
 
3.8.4 DNA-Analyse 
Das Screening einer cDNA-Bank aus Venturia brachte einen Klon, der auf seinem 
Plasmid pBK-CMV ein Protein codierte, das mit einem Antikörper aus dem 
Blutserum der immunisierten Mäuse interagierte. Durch diesen Klon war es nun 
möglich, genauere Informationen über die DNA-Sequenz des Gens zu erhalten, 
das für dieses Protein codierte. 
Dazu wurde von dem Klon AWBT6 eine 5 ml Kultur angeimpft. Aus dieser Kultur 
konnte das enthaltene Plasmid isoliert werden. Bei der Herstellung der cDNA- 
Bank wurden die einzelnen Gene über die Schnittstellen Xho1 und EcoR1 in den 
Vektor kloniert. Durch einen Verdau des isolierten Plasmids mit diesen Enzymen 
wurde das Insert aus dem Vektor ausgeschnitten. Um die Größe des Inserts zu 
bestimmen, wurde der Verdau in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. 
Durch einen Vergleich mit dem ebenfalls aufgetragenen Größenmarker konnte die 
Größe des Inserts bestimmt werden. Zunächst zeigte sich aber, dass in dem 
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Bakterienklon AWBT6 zwei unterschiedliche Plasmide enthalten waren. Bei der 
Gelelektrophorese gab es anstelle der zu erwartenden zwei Banden (Vektor und 
Insert) eine weitere dritte Bande. Um einen Klon zu erhalten, der nur ein Plasmid 
beinhaltet, wurden E. coli Zellen des Stammes XLOLR mit dem isolierten Plasmid 
retransformiert. Aus acht der so entstandenen Transformanten wurde das Plasmid 
isoliert, mit den Enzymen Xho1 und EcoR1 verdaut und in einer Elektrophorese 
aufgetrennt. 
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. 49: Agarosegel des Plasmid-Kontrollverdaus von 8 Klonen nach der Retransformation. Die 
ide wurden mit EcoR1 und Xho1 geschnitten. M: Marker (MBI GeneRuler); 1-8: die Plasmide 
des jeweiligen Klons 
urde mit dem Klon Nummer 7 weitergearbeitet, der die Bezeichnung 
T6/7 erhielt. Weiterhin kann aus diesem Versuch die Länge des Inserts von 
,1 kb abgelesen werden. 
5 Vergleich des Proteins aus der cDNA-Bank mit Sporenprotein 
h die Massenexcission und das anschließende Westernscreening war es 
gen, einen Klon zu isolieren, der ein Protein produzierte, das eine Interaktion 
em polyklonalen Mausserum aufwies. Durch eine SDS-PAGE sollte nun 
igt werden, ob der Klon AWBT6/7 ein Protein translatierte, das auch in den 
sporen von Venturia inaequalis zu finden war. Durch eine SDS-PAGE war es 
lich, die Proteine aus dem Klon AWBT6/7 und aus Ascosporen der Größe 
 aufzutrennen. Dazu wurden Zellen des Klons angezogen und mit IPTG 
iert. Die Zellen des Klons wie auch Ascosporen wurden im Anschluss mit 
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Lämmlipuffer aufgekocht, um die Proteine mit dem im Puffer vorhandenen SDS zu 
denaturieren und in dem Überstand zu lösen. Die Überstände wurden durch eine 
SDS-PAGE der Größe nach aufgetrennt. Mittels Westernblot konnte gezeigt 
werden, dass der Klon AWBT6/7 ein Protein produzierte, das mit dem Blutserum 
interagierte. Bei den Proteinen aus den Ascosporen interagierten die Antikörper 
mit einem Protein, das die gleiche Größe von 31,2 kDa wie das Protein aus dem 
Klon AWBT6/7 aufwies.  
 
B 
31,2 kD A
Abb. 50: Westernblot von Proteinen aus der Ascosporenzellwand (1) und aus dem Bakterienstamm 
AWBT6/7 (3). Die Hybridisierung erfolgte mit aufgereinigtem, polyklonalem Mausserum und 
anschließend einem Anti-Maus, an den eine alkalische Phosphatase gekoppelt war, die mit 
NBT/BCIP reagierte. Der  Marker (2) ist der Kaleidoskopmarker der Firma BioRAD. Bande B ist ein 
Artefakt. Es gibt eine ähnliche Bande bei den Sporenproteinen und den Proteinen aus dem Klon 
AWBT6. Die Größe des Proteins beträgt ca. 31,2 kDa.  
 
Es wurde ein Klon isoliert, der ein 31,2 kD großes Protein produzierte, das als 
Antigen für Antikörper gegen Venturia diente. Ein gleichgroßes Protein konnte in 
den Ascosporen des Pilzes nachgewiesen werden. Um weitere Informationen über 
dieses Antigen zu erhalten, wurde das Insert sequenziert, um über die 
Nukleotidfolge weiter Aussagen treffen zu können. 
 
3.8.6 Sequenzierung 
Es gelang aus einer cDNA-Bank von Venturia, einen Klon zu isolieren, der ein 
Protein produziert, das als Antigen für Anti-Venturia-Antikörper dient. Durch einen 
Restriktionsverdau des Plasmids konnte gezeigt werden, dass das Gen eine 
Länge von 1,1 kb hat. Durch eine Sequenzierung sollte nun die genaue 
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Nukleotidabfolge des Gens bestimmt werden. Das als Vektor dienende Plasmid 
pBK-CMV hat auf beiden Seiten der multiple cloning side Bindungsstellen für die 
Standardsequenzierprimer T3 und T7. Das isolierte Plasmid aus dem Klon 
AWBT6/7 wurde mit diesen beiden Primern sequenziert. 
 
Abb. 51: Ausschnitt aus einem Sequenzierdiagramm. Dieser Ausschnitt stammt aus der 
Sequenzierung des Plasmids mit dem T7-Primer. 
 
Beide Sequenzierungen brachten je über 800 Basen. Da die Sequenzierprimer T3 
und T7 in entgegengesetzte Richtungen lesen, konnte mit diesen beiden 
Sequenzierungen die Basenfolge des kompletten Inserts bestimmt werden. Das 
Insert hatte eine Länge von ca. 1.1 kb. Somit waren ca. 500 Basen Überlappung 
vorhanden. Im weiteren Verlauf wurde das Gen vollständig doppelsträngug 
sequenziert. Die zusammengesetzte Sequenz lautete vom 5`-Ende an : 
GAANCGACTC CNTAGGGCGA ATTGNGTACA CTTACCTGGT ACCCCACCCG 
GGTGGAAAAT CGATGGGCCC GCGGCCGCTC TAGAAGTACT CTCGAGTTTT 
TTTTTTTTTT TTNCGTTTAA CCTNGATTTG ATTGACAGTA GTTTTGGTAA 
TATTTCTGCA TGATTTTGCA GGTCTACCAT CATGACAAGT TCAATGTATT 
CCCATTGTTT TCTTCATAAT CTACCTCTGT CGGCCTCAAT GTCACCATCC 
TTCGCACTTT ATGATAGGTA CTTTGCAGCG TGATTGACAT GATCATCCGC 
AAATGTCGAG ATAAAGAAGT AGCTATGGTC GTAATCAGGC TGCATCCTCA 
AGTTGATGCC CTTGTCGACA CCAGCTTCCT TTGCAGCAGC GATAAAGTTC 
TCCGGTAACA GTTGTTTCTG TTTGNAAAAG NTGTCTCCGG TACCGACGTC 
AATAAGGATA TTCAAATCTC CCTTCCACTT CTTGACCAGC TCCGTCGCAT 
CATGTTCAGC CCACTTTTGC TTTTCGTCCT CGCCAAAGTA TCCTTTGAAT 
GCCTTCTCAC CCCACGGACA CTGCGATGGG TTGGCGATCG GCGCAAACGC 
GCTGACGCTC TTGTACATGC CTGGGTTCTT CAAAAAGAGT GTAAGAGCAC 
CATGTCCACC CATGCTATGC CCAGTGATTC CAACTCTTGA CCCATCAAGC 
TCTTTACTGA AGTGCTTGAA CAATGCCTTT GGCAGCTNCT CGGNGATGTA 
GCTGTACATT TTATACCCTT TCGAGTAAGG CTCTTTGGNG GCATCCACGT 
AGAATCCAGC CCCGCTGCCA AAGTCGTACG CTTCATCTTC TCCCGCGATG 
TTGAGTCCTC GTGGAGANGN GTCGGGTATA CACGGCAAGC CTTTNTTGAG 
CGCGTCTGAA AAACCTTTCG GGCATGGCGC CG     
Die so gewonnene Sequenz war Basis für die weiteren molekularbiologischen 
Versuche.  
Um die genomische Sequenz zu erhalten, wurden zunächst Primer entworfen, die 
an den Enden der bekannten Sequenz banden und es ermöglichen sollten, durch 
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PCR, das Gen zu amplifizieren. Sie wurden mit GenomFor und GenomRev 
bezeichnet. Durch die Länge des PCR-Produktes ließ sich darauf schließen, ob in 
dem Gen Introns enthalten sind oder nicht. Sind beide DNA-Stücke gleich lang, 
sind keine Introns in dem Leserahmen im Genom vorhanden. Der zweite Grund ist 
eine Kontrolle der Bindung der Primer für das Genome Walking. Diese Primer 
wurden auf Basis der Sequenz des Gens aus der cDNA-Bank entworfen. Das 
Genome Walking dient dazu, den kompletten Leserahmen eines Gens aus der 
genomischen DNA zu bestimmen. Liegen in der genomischen DNA Introns vor, so 
können diese die Bindung der Primer verhindern, indem sie die 
Erkennungssequenz der Primer zerteilen. Die Primer für das Genome Walking 
lagen weiter im Gen als die Primer GenomFor und GenomRev. Somit kann eine 
PCR aus genomischer DNA mit diesen Primern zeigen, ob die Primer für das 
Genome Walking binden oder nicht.   
 
3.8.7 Genomische DNA 
Durch das Screening einer cDNA-Bank von Venturia wurde ein 1,1 kb großes 
DNA-Fragment isoliert. Dieses Stück wurde von der RNA des Mycels abgeleitet. 
Ein solches Gen muss nicht immer vollständig sein. Dies kann daran liegen, dass 
die RNA schon abgebaut wurde oder die reverse Transkription nicht vollständig 
verlief. Durch die Methode des Genome Walkings sollte der komplette 
Leserahmen des Gens identifiziert werden. Dazu war es nötig, aus dem Mycel von 
Venturia die DNA zu isolieren. 
Es gelang mit beiden unter 2.7.2.8 beschriebenen Methoden, DNA aus Mycel 
aufzureinigen. Jedoch wies die DNA nach der Prozedur noch starke 
Verunreinigungen auf, die auch durch Fällungen mit PEG 8000 oder Kaliumacetat 
nicht  zu eliminieren waren. Daher wurde die DNA durch eine Plasmid MiniPrep 
Säule aus dem Kit der Firma Promega weiter aufgereinigt. Die so gereinigte DNA 
wurde dann in weiteren Versuchen eingesetzt. 
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3.8.8 Test der Primer an genomischer DNA 
Die in dieser Arbeit eingesetzten Primer wurden auf Basis der Sequenz des Gens 
aus der cDNA-Bank entworfen. Durch das Vorhandensein von Introns im Genom 
des Pilzes konnte es möglich sein, dass einzelne Primer an der genomischen 
DNA nicht banden. Um dies auszuschließen, wurden verschiedene Kontroll-PCRs 
durchgeführt. 
Dazu wurden als Kontrolle in die Reaktionsansätze 1-3 Plasmid-DNA als Template 
eingesetzt und in den Ansätzen 4-8 genomische DNA. Bei diesem Test musste 
eine niedrige Annealing-Temperatur von 58°C gewählt werden, da die Primer 
GenomFor und GenomRev auf Grund ihrer Basenabfolge nicht bei höheren 
Temperaturen hybridisieren.  
 Die eingesetzten Primerkombinationen waren 
1: GenomFor  GenomRev 
2: GenomFor  VentAW4Rev 
3: GenomRev  VentAW3For 
4: GenomFor  GenomRev2 
5: GenomFor  VentAW4Rev 
6: GenomFor  VentAW5RevNest 
7: GenomRev  VentAW3For 
8: GenomRev   VentAW3ForNest 
9: EsterPostCtrlFor  Genom Rev 
 
 
1kb
Abb. 52: Test der Primer mit DNA. 1: GenomFor-GenomRev;2: GenomFor-VentAW4Rev;3: 
GenomRev-VentAW3For;4: GenomFor-GenomRev2;5: GenomFor-VentAW4Rev;6: GenomFor-
VentAW5RevNest;7: GenomRev-VentAW3For; 8:GenomRev-VentAW3ForNest;9: 
EsterPostCtrlFor-Genom Rev 
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Es ist zu erkennen, dass die Primer an der Plasmid-DNA und auch an der 
genomischen DNA binden. Da die entstandenen PCR-Banden aus dem  Plasmid 
und der genomischen DNA die gleiche Länge haben, ist auszuschließen, dass in 
dem Gen, zwischen den Primern GenomFor und GenomRev, Introns enthalten 
sind. Als weitere Kontrolle des Klons AWBT6/7 wurden die Banden aus dem Gel 
ausgeschnitten, aufgereinigt und sequenziert. Die Sequenzdaten wurden mit 
denen des Plasmids verglichen und waren identisch. Dies zeigte, dass es sich bei 
dem Gen aus dem Klon AWBT6/7 um ein Gen aus Venturia handelte. 
Durch die erste PCR konnte gezeigt werden, dass die Primer für das Genome 
Walking an der genomischen DNA banden. Dieser Versuch wurde mit einer 
niedrigen Annealingtemperatur von 58°C durchgeführt. Die Reaktionsbedingungen 
beim Genome Walking sehen hingegen eine Annealingtemperatur von 67°C vor. 
Daher wurden die Primer mittels einer PCR auf ihre optimale Annealingtemperatur 
hin getestet. Neben den Primern für das Genome Walking wurden die Primer 
EsterPosCtrlFor und EsterPosCtrlRev2 eingesetzt. Diese beiden Primer haben 
eine höhere mögliche Annealingtemperatur als die Primer GenomFor und 
GenomRev. Der Primer EsterPosCtrlFor bindet im pBC-CMV-Vektor. Aus diesem 
Grund wurden diese PCRs mit dem Plasmid + Insert als Template durchgeführt. 
 1kb 
Abb. 53: Kontroll-PCR, ob die Primer, die auf Basis der cDNA Sequenz designed wurden, auch an 
genomischer DNA binden. Dabei wurden drei verschiedene Annealingtemperaturen getestet: 
A:58°C, B: 67°C und C:71°C. M: Marker 1: EsterPosCtrlFor+EsterPosCtrlRev2;2: EsterPosCtrlFor 
+VentAW4Rev;3: EsterPosCtrlRev2+VentAW3For;4: EsterPosCtrlFor + EsterPosCtrlRev2;5: 
EsterPosCtrlFor +VentAW4Rev;6: EsterPosCtrlFor +VentAW5RevNest;7: 
EsterPosCtrlRev2+VentAW3For;8:EsterPosCtrlRev2+VentAW3ForNest 
 
 
Es ist deutlich zu erkennen, dass die PCR-Reaktion bei einer Annealingtemperatur 
von 67°C die besten Ergebnisse liefert. Somit können die Primer VentAW3For, 
VentAW4Rev und die entsprechenden nested Primer im Genome Walking unter 
optimalen Bedingungen eingesetzt werden. 
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3.8.9 Genome Walking 
Das Genome Walking ist eine Methode, mit der von einem bekannten DNA-Stück 
die Sequenzen up- und downstream bestimmt werden kann (siehe 2.7.2.11). Dazu 
wurde die DNA mit EcoR1, Dra1, Mss1 und Bfbr1 geschnitten und an die 
Schnittkanten die Adaptoren ligiert. 
Die PCR mit dem Adaptorprimer AP1 und den entsprechenden genomischen 
Primern sowie die entsprechenden Nested-PCRs wurden durchgeführt. Da die 
Primerkombinationen in den verschiedenen Ansätzen immer dieselben sind, wird 
nur das entsprechende Restriktionsenzym von diesem Ansatz angegeben. Die 
Bahnen 1-4 zeigen die PCR-Produkte, die mit den Primern AP1 und 
VentAW4Rev, die Bahnen 5-8 die mit den Primern AP1 und Vent3For erzielt 
wurden. Gel A zeigt die erste PCR,  Photo B die Ergebnisse der Nested-PCR 
(Abb. 54). 
Abb. 54: Agarosegele der PCR-Produk
zeigen die PCR-Produkte, die mit den
Primern AP1 und Vent3For erzielt w
Ergebnisse der Nested-PCR zeigen; 1+
Kontroll-PCR Plasmid mit den Primern 
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1:   Adaptorprimer AP1   VentAW4Rev 
2: Adaptorprimer AP1   VentAW3For 
3: Adaptorprimer AP1 alleine 
4: VentAW4Rev alleine 
5: VentAW3For alleine 
6: EsterPosCtrlRev    Adaptorpromer AP1 
 
1kb
Abb. 55: PCR von genomischer DNA nach Verdau mit Dra1 und Ligation der Adaptoren. 
1)AP1+VentAW4Rev;2)AP1+VentAW3For; 3)AP1 allein; 4)VentAW4Rev alleine; 5)VentAW3For 
alleine; 6) EsterPosCtrlRev+AP1 
 
Die Banden im Agarosegel zeigen deutlich, dass der Primer VentAW4Rev und  
VentAW3For auch ohne einen zweiten Primer eine deutliche Menge an PCR-
Produkt lieferten. Daher sind die Banden aus der Kombination mit 
AdaptorprimerAP1 nicht als ein positives Ergebnis des Genome Walkings zu 
betrachten. 
Auf Grund der oben angesprochenen Problematik wurde ein Genome Walking bei 
der Firma BioST in Auftrag gegeben. Dies lieferte weitere Sequenzen in beide 
Richtungen des Gens. 
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Durch die Überlagerung der  Sequenzen konnten 2.074 Basen aus dem Genom 
von Venturia inaequalis bestimmt werden: 
TGTATCTTAC TTTGCACGAT CAAAATGCAA AACAATGTCG CGGTTACTGG 
AGGCTGGAAA AATACTGCAT TGATAAAGCG ACTCTGCACC CATCACGAAA 
CAGACCTCAC TCGATCGTAT ATGCGCGGTC AATTGCCTAT TTGGTAACTT 
GTTCGCATCA ATCTTTTCAC CCGCGCCTTT TTTCCGCATC CGAAGAAATT 
TCCCCCGTCC TTCAAGAGCT TCCGATCGCC GCCCCACCTA TCACCCCGCC 
ATCTCGTCAG AGACTCCTGT AAAGATCCCC CAAAACTTTG AAGCTCTGGA 
ACCACTCTCT CCATCTCTTC TGACATTTAG TGACTCCTCG AAAACCACAC 
CGCAACAATT GCCCTCCTAT ATCGCATCAT CAAAATGAGC TTCGATACCA 
CAGCCACCAT TGCGTCCTTT GGCGGAAAGC TTCTCAAATT GAAGCATGAC 
AGCACTTCCA CCGGCACGCC AATGGCATTG AACTTGTACC TGCCGCCTCA 
AGCATCGCAA AAGCCTGTTC CCGTCCTCTT CTACCTAGCC GGTCTCACCT 
GCACGGGCGA CAATTGCGCC GAAAAGGGTT TCTTCCAGAA CGCGGCATCA 
AAGAAAGGCA TTGCCGTCGT ATACCCGGAC ACATCTCCAC GAGGACTCAA 
CATCGCGGGA GAAGATGAAG CGTACGACTT TGGCAGCGGG GCTGGATTCT 
ACGTGGATGC CACCAAAGAG CCTTACTCGA AAGGGTATAA AATGTACAGC 
TACATCACCG AGGAGCTGCC AAAGGCATTG TTCAAGCACT TCAGTAAAGA 
GCTTGATGGG TCAAGAGTTG GAATCACTGG GCATAGCATG GGTGGACATG 
GTGCTCTTAC ACTCTTTTTG AAGAACCCAG GCATGTACAA GAGCGTCAGC 
GCGTTTGCGC CGATCGCCAA CCCATCGCAG TGTCCGTGGG GTGAGAAGGC 
ATTCAAAGGA TACTTTGGCG AGGACGAAAA GCAAAAGTGG GCTGAACATG 
ATGCGACGGA GCTGGTCAAG AAGTGGAAAG GGAGATTTGA ATATCCTTAT 
TGACGTCGGT ACCGGAAACA ACTTTTACAA ACAGAAACAA CTGTTACCGG 
AGAACTTTAT CGCTGCTGCA AAGGAAGCTG GTGTCGACAA GGGCCACAAC 
TTGAGGAAGC GGCCTGATTA CGACCATAGC TACTTCCTTT TCTCGACATT 
TGCGGATGAT CATGTCAATC ACGCTGCAAA GTACCTATCA TAAAGTGCGA 
AGGATGGTGA CATTGAGGCC GACAGAGGTA GATTATGAAG AAAACAATGG 
GAATACATTG AACTTGTCAT GATGGTAGAC CTGCAAAATC ATGCAGAAAT 
ATTACCAAAA CTACTGTCAA TCAAATCAAG GTTAAACGAC ATATCTACAT 
CTTCATGACA CAATGTTGTG GGTAGATGGG ACTACTGTGA AATATAGCTG 
ACTACAATGT TTTTACCTAT TCGGATCTGT GATCTATTTC TTTCGAAGGG 
CTGGATTCAT ACAGTATGGC GGACGAGTCG TCTCCGGAAG ACACGGCAAG 
TGAGTATGAG ACTGTCAAGT TAAAAATCGC CACGAGGATC GAGACGCGGG 
AGTATATTTA AATGCTCATA GCTTTCAAAG TCAGATTGCT TACCTGGAAT 
ATGAGATCTT CAGGCAAAAT TGAACTGGTA ACTTGTGAGC TGTCAAATCC 
GTCTGCAAAT GGTCTACCTC TGACGGCCTC TGTGTCGATA CGACGCGGGG 
ACAAAATACG ACGACATCAT GTGCTACACC TTGACTTTCA GTGGTGTGGT 
GGTTCACAGG GTCTCTGATC CAATTTATAA TTGTAGCATT GTTCGGTCTT 
GAAAGATGTC AGGCCCCCAA ACACAGTGTC AAGGCCTCCA AACTGACACT 
TGATGTATCT TACATCTCGA GTGATATTAT CATTCGTGAA TTGGGGTCGA 
TATTGTTATA TTTCTCGCGA TTGAAAGGAG TGGAATTGCC AAAACTTCGT 
TGACATTAAT GCTAAAGCAT TTAGAGAATG TCGTCCGAGT TGGTGTGTGA  
 CACTCAATGT TGCAGACCCT CCCC 
 
Abb. 56: Sequenz des Gens aus Venturia inaequalis. Der rot markierte Bereich bezeichnet das 
Stück, das durch die cDNA-Bank identifiziert wurde. Blau markiert sind mögliche Startcodons des 
Gens, die „in frame“ liegen. Das lila geschriebene ATG liegt nicht „in frame“. 
 
Die rot markierten Banden zeigen die Sequenz an, die durch die cDNA-Bank 
bekannt war. Die in dieser Sequenz enthaltenen ATG-Seqenzen, die als 
Startcodon dienen könnten, sind blau bzw. lila geschrieben. Die Unterscheidung 
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zwischen den ATGs basierten auf einem Datenbankvergleich der Sequenz. Dies 
wird im folgenden Abschnitt beschrieben. 
 
3.8.10 Datenbankvergleich 
Die Sequenz aus dem Plasmid, die identisch zu der aus dem Genom ist, wurde in 
eine BLAST-Datenbanksuche bei NCBI eingesetzt. Zunächst wurde die 
Datenbank auf Grund der Nukleotidsequenz nach möglichen, schon bekannten 
Genen abgesucht. Dieser Datenbankabgleich zeigte, dass es keine Gensequenz 
gibt, die Homolog zu dem Gen aus Venturia ist. Somit wurde eine völlig neue 
Gensequenz bestimmt.  
 
Abb. 57: Graphische Auswertung des Nukleotid – Nukleotid Blast Search von NCBI 
 
Die Datenbank ermöglichte es, aus der gesamten Gensequenz von 2974 Basen 
einen Leserahmen zu identifizieren und diesen in eine Aminosäuresequenz 
umzuschreiben. Diese Sequenz konnte dann mit einer Datenbank abgeglichen 
werden. 
 Durch die Translation der DNA-Sequenz in eine Aminosäuresequenz und dem 
anschließenden Datenbankabgleich nach ähnlichen Proteinen zeigte sich eine  
Analogie zu einigen Proteinen. Der erkannte Leserahmen stimmt mit dem Gen aus 
der cDNA-Bank überein. Durch die rote Farbe der Balken in der graphischen 
Auswertung der Datenbanksuche zeigt sich, dass die Ähnlichkeit zu anderen 
Proteinen sehr groß ist.  
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Abb. 58: Graphische Auswertung des Nukleotid – Protein Blast Search von NCBI 
 
Die größte Übereinstimmung zeigt das Protein von Venturia mit einem 
hypothetischen Protein aus Neurospora crassa. Unter den ersten zehn homologen 
Proteinen fanden sich acht Esterasen aus eukaryotischen Organismen wieder. 
Daher lag es nahe, dass es sich bei dem von diesem Gen codierten Protein um 
eine Esterase handelte.  Durch den Orf-finder von NCBI wurden noch weitere 
kürzere „Open-reading frames“ gefunden, die aber in einem Blast search weder 
auf Nukleotid noch auf Proteinebene eine signifikante Homologie zu anderen 
Proteinen zeigten.  
Das Gen aus der cDNA-Bank, das über das entsprechende Protein identifiziert 
wurde, hat nach der Datenbankanalyse Anaologien zu Esterasen. Dies wurde in 
den folgenden Versuchen weiter untersucht. Durch den hier gefundenen 
Leserahmen konnten der Sequenz die möglichen Startcodons zugewiesen 
werden. Die unter Abb. 58 blau markierten ATGs liegen „in frame“, während das 
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lila geschriebene ATG nicht „in frame“ liegt. Welches dieser ATGs das richtige 
Startcodon ist, konnte im Verlaufe dieser Arbeit nicht ermittelt werden. 
 
3.9 Enzymaktivitätstests 
Bei dem durch das Screenen der Phagenbank erhaltene Protein konnte über den 
Weg der DNA-Sequenz durch einen Datenbankvergleich eine Ähnlichkeit zu 
Esterasen gezeigt werden. Daher wurden Tests auf Esteraseaktivität durchgeführt. 
 
3.9.1 Esteraseaktivitätstest 
Als Standard-Aktivitätstest wurde ein Test mit dem Substrat p-Nitrophenyl-Acetat 
eingesetzt. Durch die Esterase wurde das Substrat gespalten und eine gelbe 
Färbung ist zu erkennen. Die damit verbundene Extinktionsänderung konnte 
photometrisch gemessen werden. Neben der Esteraseaktivität  wurde eine 
quantitative Proteinbestimmung durchgeführt, um die Aktivität auf gleiche 
Proteinmenge beziehen und sie so vergleichen zu können. Es wurden neben den 
induzierten Zellen der Bakterienstamm mit Plasmid ohne Insert als 
Negativkontrolle mit untersucht. Um die Aktivität zu bestimmen, wurde die 
Extinktionsänderung der Probe direkt nach Zugabe des Enzyms zehn Minuten 
lang gemessen. Die Steigung der so entstandenen Grade entspricht der Aktivität. 
Um eine Aussage über die mögliche Menge an Esterase in dem Bakterienextrakt 
treffen zu können, wurde eine Eichkurve mit einer kommerziellen Esterase aus 
Rhizopus oryzae (Fluka) aufgenommen. 
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Abb. 59: Eichkurve der Esteraseaktivität mit einer kommerziellen Esterase aus Rhizopus oryzae. 
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Es wurden sieben Messungen durchgeführt, in denen die Esteraseaktivität des 
Klons mit Insert mit der Esteraseaktivität des Bakteriums nur mit Plasmid 
verglichen wurde. Dabei wurde die Extinktionsänderung durch die 
Esteraseaktivität immer auf dieselbe Proteinmenge umgerechnet.  
XLOLR ist der Bakterienstamm, in den das Plasmid transformiert wurde. In diesem 
Fall ist es mit dem leeren pBK-CMV Vektor transformiert, um als Negativkontrolle 
zu dienen. AWBT6/7 ist der Bakterienstamm XLOLR mit dem Plasmid pBK-CMV, 
der das Insert mit dem Esterasegen enthält. Als Nullwert diente ein 
Reaktionsansatz, in den anstelle der Bakterien Wasser pipettiert wurde. Es ist zu 
erkennen, dass die Esteraseaktivität bei dem Stamm mit Insert gegenüber der 
Nullkontrolle erhöht war. Es zeigt sich auch, dass auch ohne IPTG-Induktion der 
Proteinproduktion eine erhöhte Esteraseaktivität bei dem Klon AWBT6/7 zu 
messen war. Die Proteinmenge ist die Extinktionsänderung, die nach einer 
Proteinbestimmung nach Bradford gemessen wurde. Die Aktivität wird auf eine 
Proteinmenge bezogen, die ein ∆E von 1 bewirkt. 
 
Tab. 10: Esteraseaktivität des Bakterienstammes XLOLR mit leerem pBK-CMV-Vektor. Die 
Aktivität ist mit ∆E/min angegeben. 
XLOLR 
 Proteinmenge Aktivität Aktivität/Proteinmenge 
1 7,226 0,044 0,006 
2 1,35 0,039 0,029 
3 3,778 0,359 0,095 
4 2,5 0,005 0,002 
5 4,7 0,035 0,007 
6 4,7 0,020 0,004 
7 3,6 0,028 0,008 
  
Tab. 11: Esteraseaktivität des Bakterienstammes XLOLR mit leerem pBK-CMV-Vektor nach IPTG-
Induktion. Die Aktivität ist mit ∆E/min angegeben. 
XLOLR ind 
  Proteinmenge Aktivität Aktivität/Proteinmenge 
1 6,001 0,033 0,005 
2 1,55 0,054 0,035 
3 2,9 0,005 0,002 
4 3,657 0,037 0,010 
5 6,3 0,031 0,005 
6 6,3 0,044 0,007 
7 5,8 0,041 0,007 
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Tab. 12: Esteraseaktivität des Klons AWBT6/7. Die Aktivität ist mit ∆E/min angegeben. 
AWBT6/7  
  Proteinmenge Aktivität Aktivität/Proteinmenge 
1 5,573 0,051 0,009 
2 1,05 0,043 0,041 
3 1,59 0,076 0,048 
4 4,935 0,036 0,007 
5 6 0,063 0,010 
6 6 0,078 0,013 
7 5,8 0,073 0,013 
 
Tab. 13: Esteraseaktivität des Klons AWBT6/7 nach IPTG Induktion. Die Aktivität ist mit ∆E/min 
angegeben. 
AWBT6/7 ind 
 Proteinmenge Aktivität Aktivität/Proteinmenge 
1 5,237 0,045 0,009 
2 1,07 0,083 0,078 
3 1,35 0,076 0,056 
4 3,462 0,073 0,021 
5 5,5 0,061 0,011 
6 5,5 0,073 0,013 
7 4,1 0,052 0,013 
 
Um die Aktivität der induzierten Bakterien direkt mit der der nicht induzierten zu 
vergleichen, wurde ein Quotient aus „induziert/ nicht induziert“ gebildet. Ist dieser 
Quotient größer als 1, zeigt der induzierte Stamm eine höhere Aktivität. Bei einem 
Quotienten kleiner als 1 ist die Esteraseaktivität des nicht induzierten Bakteriums 
höher. 
Tab. 14: Quotienten aus den Esteraseaktivitätsversuchen des Klons AWBT6/7 und XLOLR 
 AWBT6/ XLOLR
AWBT6/7induziert/ 
XLOLRinduziert  
1 1,50 1,60 
2 1,41 2,23 
3 0,50 (28) 
4 3,50 2,1 
5 1,43 2,2 
6 3,25 1,86 
7 1,63 1,86 
Mittel 1,90 2,32 
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Es war deutlich zu erkennen, dass die Esteraseaktivität des Klons AWBT6/7 höher 
ist als die des Bakteriums ohne Insert. Die Aktivität des nicht induzierten Klons ist 
1,9 mal höher als von dem Bakterium ohne Insert. Durch die Induktion mit IPTG 
steigert sich die Esteraseaktivität des Klons AWBT6/7 auf das 2,32-fache. Ein 
Kruskal-Wallis-Statistiktest zeigt, dass die Aktivität des Klons AWBT6/7 nach der 
Methode von Dunn signifikant höher ist als die des Bakteriums mit leerem Vektor.  
 
 
3.9.2 Cutinaseaktivität 
Esterasen sind ein Überbegriff für viele verschiedene Enzyme, die in der Lage 
sind, Ester zu spalten. Da es sich bei der hier isolierten Esterase um ein pilzliches  
Enzym handelte, konnte postuliert werden, dass es möglicherweise eine Cutinase 
war. Dies liegt darin begründet, dass Venturia bei der Penetration in der Lage ist, 
die Cutikula enzymatisch zu schwächen oder zu durchdringen. Um zu testen, ob 
es sich bei der Esterase um eine Cutinase handelt oder nicht, wurde ein 
Cutinasetest durchgeführt. 
Für diesen Test wurde gereinigtes Cutin benötigt. Es konnte mit der hier 
eingesetzten Methode (siehe 2.8.3.2) in ausreichender Quantität von Apfelschalen 
isoliert und aufreinigt werden. 
Dieses Cutin wurde mit der Esterase aus dem Klon AWBT6/7 inkubiert. Cutin ist 
ein Polymer, das aus Hydroxyfettsäuren aufgebaut ist. Durch Cutinasen werden 
solche Hydroxyfettsäuren von dem Cutin abgespalten und gehen in Lösung. Diese 
Fettsäuren können dann mittels eines Gaschromatographen mit 
Flammenionisationsdetektor nachgewiesen werden. Handelte es sich bei dem 
Enzym aus dem Klon AWBT6/7 um eine Cutinase, müssten Fettsäuren nach 
einem Verdau von Cutin im Überstand nachweisbar sein. 
Da das Enzym nicht in aufgereinigter Form vorlag, sondern eine wässrige Lösung 
des Zelllysats in dem Versuch eingesetzt wurde, war es nötig, die in diesem Lysat 
vorhandenen Zellmembranen zu entfernen, da sie ebenfalls aus 
Hydroxyfettsäuren bestehen. Um dies zu erreichen, wurde der Überstand des 
Zellaufschlusses durch eine 45-minütige Ultrazentrifugation bei 40.000 g von 
Membranfragmenten befreit. Durch diese Behandlung wurde der Hintergrund bei 
der Messung stark verringert.  Ein Esteraseaktivitätstest nach der Zentrifugation 
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zeigte, dass das Enzym in intakter Form im Überstand vorlag. Somit konnte auch 
gezeigt werden, dass es sich nicht um ein membrangebundenes Protein handelt.  
Zu dem Überstand wurden 10 mg Cutin gegeben und über Nacht bei 30°C 
inkubiert. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, in dem der Überstand durch 
Hitze inaktiviert worden war. 
Nach der Inkubation wurden die Überstände von Dr. Dagmar Weier im Institut für 
Biologie I in Aachen für die Gaschromatographie vorbereitet und gemessen. 
Bei der Aufreinigung entsteht eine wässrige und eine organische Phase. Aus 
beiden Phasen wurde je ein Mikroliter in den Gaschromatographen injiziert. 
 
 
Abb. 60: GC-Diagramm der wässrigen Phase der Negativkontrolle 
 
 
 Abb. 61: GC-Diagramm der organischen Phase der Negativkontrolle 
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Abb. 62: GC-Diagramm der wässrigen Phase des Cutinaseverdaus 
 
 
 Abb. 63: GC-Diagramm der organischen Phase des Cutinaseverdaus 
 
Es ist eindeutig, dass zwischen den einzelnen Versuchen keine signifikanten 
Unterschiede zu erkennen waren. Die Peaks bei 4,350 waren 16:0 Fettsäuren und 
die Peaks bei 6,314 entsprachen Standards von 18:0 Fettsäuren. Die Fläche unter 
den Peaks, die auf die Menge der entsprechenden Substanz schließen ließ, ist bei 
entsprechenden Retentionszeiten in den einzelnen Versuchen nur minimal 
different. Daher waren keine eindeutigen Mengenunterschiede zwischen der 
Negativkontrolle und dem Reaktionsansatz zu messen. Die Substanz, die nach 
17,6 Minuten eluierte, trat in allen vier Ansätzen in nahezu gleicher Menge auf und 
konnte daher mit einer Cutinaseaktivität nicht in Zusammenhang gesetzt werden. 
Die absolute Menge der nachgewiesenen Fettsäuren ist für diesen 
Versuchsansatz irrelevant, da alle Peaks eine ähnliche Fläche aufwiesen und 
somit nicht auf eine Cutinaseaktivität geschlossen werden konnte. 
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4. Diskussion 
4.1 Prognose des Venturia Sporenfluges 
Das Ziel des interdisziplinären Projektes, in dessen Verlauf die vorliegende Arbeit 
angefertigt wurde, war es, einen Sensor zu konstruieren, der in der Lage ist, 
Ascosporen von Venturia inaequalis spezifisch zu detektieren. Die Messwerte 
dieses Sensors sollten dann die gängigen mathematischen Prognosemodelle, die 
auf Wetterdaten basieren, ergänzen.  
So könnte eine effiziente und umweltfreundliche Schorfbekämpfung erreicht 
werden. Die Fehlerquellen der zur Zeit eingesetzten Prognosemodelle sind 
vielfältig. So müssen die Programme zur Auswertung der Wetterdaten für jeden 
Einsatzort neu mit den entsprechenden Listen nach MacHardy und Gadoury 
[1989] für diese Region adaptiert werden. Bei einem Pathosensor sind solche 
Vorarbeiten nicht nötig, da er nicht auf mathematische Berechnungen angewiesen 
ist, sondern die Existenz bzw. den tatsächlichen Infektionsdruck von Ascosporen 
in der Plantage misst. Die klimatischen Bedingungen, die von den Modellen 
aufgenommen und einberechnet werden müssen, um den ersten Sporenflug zu 
prognostizieren, sind bei einem Pathosensor irrelevant. Die direkte Detektion der 
Sporen in der Luft macht fehlerträchtige Berechnungen über die Entwicklung des 
Pilzes hinfällig. Der Zeitpunkt, zu dem Ascosporen in der Plantage auftreten, 
könnte durch einen Sensor ortsspezifisch und tagesexakt bestimmt werden. Die 
Applikationen von Fungiziden könnte so zum effektivsten Zeitpunkt durchgeführt 
werden. Eine erfolgreiche Bekämpfung sollte in den ersten 25 Stunden der 
Infektion stattfinden. Jede Verzögerung verringert den Effekt der 
Fungizidmaßnahmen. Die folgende Abbildung verdeutlicht, wie klein das 
Zeitfenster für eine Bekämpfung der Primärinfektion ist. In dieser Illustration zeigt 
der Kreis einen Zeitrahmen von sechs Monaten auf. Dies ist in etwa der Zeitraum 
zwischen dem Öffnen der Knospen an den Bäumen und somit dem Zeitpunkt der 
Primärinfektion und der Ernte. Kann eine Primärinfektion nicht verhindert werden, 
ist dies der Zeitraum, in dem Venturia in den Plantagen bekämpft werden muss. 
Infektionen nach der Ernte haben keine wirtschaftliche Bedeutung mehr und 
werden daher nicht mitberücksichtigt. Um diese Kaskade von Infektionen, die 
durch die erfolgreiche Penetration einer Ascospore hervorgerufen werden kann, 
zu verhindern, stehen ca. 25 Stunden zur Verfügung. Smereka konnte 1987 die 
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Vorgänge in der Spore vom Zeitpunkt der Inokulation bis zur Penetration bei 20°C 
in fünf Phasen unterteilen:  
 
1:  Anhaftung der Spore 
2:  Bildung der Keimpore und Freisetzung extrazellulärer Enzyme zur 
Schwächung der Kutikula 
3:  Bildung des Keimschlauches  
4: Entwicklung eines Appressoriums 
5: Erfolgreiche Penetration 
 
 
Abb.65: Zeitfenster für eine erfolgreiche Bekämpfung einer Primärinfektion durch Ascosporen von 
Venturia. Smereka [1987] untersuchte die Zeiträume und Vorgänge zwischen Inokulation und 
Penetration in der Spore. Bei 20°C benötigt eine Ascospore ca. 25 Stunden, um erfolgreich ein 
Apfelblatt zu penetrieren. Die Abbildung zeigt das Verhältnis von dem Zeitraum von 6 Monaten, in 
dem nach erfolgreicher Penetration sekundäre Infektionen stattfinden, zu den 25 Stunden, in 
denen eine effektive Bekämpfung durch die Kontaktfungizide möglich ist. 
 
Unter Laborbedingungen bei 20°C benötigt der Pilz ca. 25 Stunden für eine 
Infektion. In einer Plantage im Frühjahr braucht er auf Grund der niedrigeren 
Temperaturen etwas länger. Trotzdem zeigt es, wie wichtig es ist, den Zeitpunkt 
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für die Bekämpfung der Primärinfektion genau zu bestimmen. Ein Tag kann 
hierbei schon den entscheidenden Unterschied zwischen einer erfolgreichen 
Infektion oder einer erfolgreichen Bekämpfung ausmachen.  
Durch den Einsatz eines Pathosensors könnte der Zeitpunkt für den Einsatz von 
Pflanzenschutzmitteln exakt bestimmt werden. Dadurch könnten zum einen 
überflüssige Fungizidmaßnahmen eingespart werden, die zu einer Verringerung 
der Belastung von Nahrungsmitteln und der Umwelt führen und zum anderen 
könnten so finanzielle Einsparungen bei der Produktion von Nahrungsmitteln 
bedingt werden. Die Kosten für Fungizidmaßnahmen liegen im ökologischen 
Anbau bei 528 Euro/ha [Waibel & Zander, 2000]. Im konventionellen Anbau sind 
sie auf Grund der teureren Fungizide deutlich höher. Alleine 10-15 Maßnahmen 
werden jährlich gegen Venturia inaequalis aufgebracht [online-Referenz Nr. 11]. 
Bei der Verfolgung der Ziele des integrierten Pflanzenschutzes, nur die 
chemischen  Pflanzenschutzmaßnahmen durchzuführen, die wirklich nötig sind, 
wäre ein solcher Pathosensor eine sinnvolle Ergänzung konventioneller 
Warnsysteme. Diese Warnsysteme sind heute die Basis für eine erfolgreiche und 
effiziente Bekämpfung von Schaderregern. Sie erfassen die Wetterbedingungen 
und errechnen aus diesen Daten Prognosen über ein mögliches Infektionsrisiko in 
den Plantagen. Die Daten, die nicht per Sensor erfasst werden können, müssen 
durch personell aufwendiges Monitoring in den Beständen gewonnen werden. 
Beim Apfelschorf sind das vor allem der Tag des ersten Sporenfluges und die 
Anzahl der ausgeschleuderten Sporen. 
Nur durch diese zusätzlichen Daten wäre es möglich, den Einsatz von 
Pflanzenschutzmitteln zu optimieren. Dass solche manuell durchgeführten 
mikroskopischen Monitorings durchgeführt werden, zeigt, wie wichtig Daten über 
den Sporenauswurf für eine effektive Bekämpfung sind. An der Stelle der 
mikroskopischen Kontrollen setzt das Konzept des Pathosensors an. Die 
Prognoseprogramme sind nicht in der Lage, den reellen Zeitpunkt des ersten 
Sporenausschleuderns oder die Anzahl an Sporen in der Plantage zu detektieren. 
Diese momentan durch zeitintensives und dadurch teueres Mikroskopieren 
erhaltenen Daten sollen durch den Pathosensor aufgenommen werden. Auf Grund 
des hohen personellen Aufwands für mikroskopische Studien können diese 
Untersuchungen nur ein- bis zweimal pro Woche durchgeführt werden. Wie die 
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Abbildung 65 verdeutlicht, ist nur bei einer täglichen Auswertung sichergestellt, 
dass die Primärinfektion effizient durch zeitnahe Fungizidbehandlungen verhindert 
werden kann. Durch einen Biosensor könnten diese Daten ein- bis zweimal pro 
Tag erfasst werden. Das personell aufwendige Monitoring würde somit entfallen.  
Die im Jahr 2001/02 durchgeführten Versuche zeigten, dass der Zeitpunkt der 
Ascosporenreifung durch das Prognoseprogramm der Firma Adcon gut bestimmt 
wurde. Die Abweichung zum realen Zeitpunkt betrug lediglich drei Tage (siehe 
3.2). Es wurde weiterhin richtig gemeldet, dass die gereiften Sporen zu diesem 
Zeitpunkt noch nicht ausgeschleudert wurden. Die Warnung vor dem ersten 
Sporenflug lag jedoch zwei Wochen vor dem reellen Zeitpunkt des 
Ausschleuderns. Die in diesen zwei Wochen vorgenommenen Fungizid- 
behandlungen gegen Venturia inaequalis waren nutzlos und belasteten somit 
unnötigerweise die Umwelt. Durch den Pathosensor hätten solche Spritzungen 
vermieden werden können. Im Jahr 2002/03 kam es auf Grund starker 
Wechselfröste im Frühjahr nicht zur Ausbildung eines großen Sporenpotentials 
(siehe Abb. 15). Sogar stark anfällige Sorten blieben in dieser Saison mit wenig 
Fungizideinsatz weitgehend befallsfrei. Die Wechselfröste wurden zwar durch die 
Stationen detektiert, aber die starken Auswirkungen dieser 
Wittererungsbedingungen auf die Ausbildung von Asci konnten nicht erkannt 
werden. Durch einen Pathosensor, der die freigesetzten Sporen in der Luft 
detektiert,  könnten auch in solchen Jahren ideale Prognosen gestellt werden.     
Eine weitere wichtige Aufgabe des Sensors sollte, neben dem qualitativen 
Erkennen des ersten Sporenfluges, die quantitative Bestimmung der Ascosporen 
in der Plantage sein. Dass das Wissen über die Anzahl der Sporen in der Plantage 
durchaus von entscheidender Bedeutung ist, konnte ebenfalls in der Saison 
2001/02 gezeigt werden. Fungizide bilden auf den Blättern einen Belag, der bei 
normalem Infektionsdruck eine gewisse Zeit Schutz bietet. Die Dauer dieses 
Schutzes ist von dem eingesetzten Wirkstoff abhängig. Die Prognoseprogramme 
berechnen diesen Schutz in ihre Vorhersagen mit ein. Im April 2002 gab es einen 
Tag, an dem ein so extrem hohes Sporenpotential freigesetzt wurde, dass dieser 
Schutz nicht ausreichte, um Infektionen zu verhindern. Die Infektion konnte nur mit 
einer direkten Behandlung, die genau an diesem Tag durchgeführt wurde, 
verhindert werden. Bereits in den Tagen vor dieser Infektion kam es in vielen 
Plantagen zu Spritzempfehlungen. Durch die auf Grund dieser Warnung 
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durchgeführten Fungizidmaßnahmen war ein Belag auf den Blättern vorhanden. 
Dieser Belag wäre bei einem geringeren Sporenpotential ausreichend gewesen, 
um Infektionen des Pilzes zu verhindern. Daher gab es durch die 
Prognosemodelle keine weitere Spritzempfehlung. So kam es an diesem Tag an 
vielen Stellen, trotz vorhandenem Wirkstoffbelag auf den Blättern, zu 
Schorfinfektionen. Eine Bestimmung des Sporenpotentials könnte in solchen 
extremen Situationen die Prognosemodelle nachhaltig verbessern. Für eine 
effektive, ökologisch sinnvolle und wirtschaftlichere Bekämpfung des Apfelschorfs 
sollten die Prognosemodelle durch einen solchen Sensor erweitert werden. 
Ein weiteres wichtiges Argument für einen effektiven Fungizideinsatz besteht 
darin, dass Pilze, die erfolgreich bekämpft werden, keine Resistenzen gegen den 
Wirkstoff ausbilden können. Der Pilz wird an dem Punkt seiner Entwicklung 
bekämpft, an dem er am empfindlichsten ist. So können schon geringste Mengen 
an Wirkstoff eine entscheidende Wirkung haben. Zu späteren Zeitpunkten ist der 
Pilz teilweise in der Lage, der Bekämpfung zu widerstehen. Dies kann zu 
Resistenzausbildungen gegen die Wirkstoffe führen, die einen weiteren Einsatz 
dieser Substanzen verhindern. Wird der Pilz an seinem schwächsten Punkt 
vollständig vernichtet, können die Wirkstoffe länger erfolgreich in der Praxis 
eingesetzt werden.  
Für den Einsatz des Sensors im Feld waren gewisse Spezifikationen nötig. Er 
sollte einfach zu handhaben, kostengünstig, spezifisch und zuverlässig sein. 
Durch das Grundprinzip, das in der Einleitung beschrieben wurde (siehe 1.5), 
werden diese Anforderungen prinzipiell erfüllt. Es ist ein mit Antikörpern 
beschichteter Schwingquarz, der über einem Referenzblatt positioniert werden 
kann und somit die aus dem Blatt ausgeschleuderten Sporen detektiert. 
Kostengünstige Sensoren können in vielen Plantagen aufgestellt werden und so 
die lokalen Klimaunterschiede der Anbaugebiete effektiv berücksichtigen. 
Herkömmliche Wetterprognosemodelle müssen an die jeweiligen klimatischen 
Bedingungen des Einsatzgebietes im Bezug auf die Tabellen von MacHardy und 
Gadoury [1989] oder Mills [1944] adaptiert werden. Diese Tabellen sind nicht 
eindeutig, sondern müssen für jede Region überarbeitet werden. Diese Arbeit 
würde durch einen Pathosensor wegfallen, da er nicht von den Wetterdaten 
abhängig ist, sondern die real existierenden Sporen detektiert. Die Konstruktion 
und der Einsatz eines solchen Sensors stellt hohe wissenschaftliche Ansprüche 
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an die Entwicklung. Die Selektivität des Pathochips sollte durch Antikörper erreicht 
werden. Antikörper werden vom tierischen Immunsystem gebildet und befinden 
sich im Blutserum. Dies ist ein wässriges, gepuffertes System, das eine konstante 
Temperatur von ca. 37°C aufweist. Bei dem Grundprinzip des Sensors sollten die 
am Quarz immobilisierten Antikörper hingegen trocken sein und bei der 
Umgebungsluft und -temperaturen eingesetzt werden. Somit bestand eine 
Aufgabe dieses Projekts darin, Antikörper zu entwickeln bzw. zu stabilisieren, die 
bei wechselnden Bedingungen im Trockenen einsetzbar waren. In der Hauptzeit 
von März bis Mai, in der es zum Ascosporenflug kommt, sind 
Temperaturschwankungen von mehr als 20°C möglich. Dies waren die 
technischen Herausforderungen, die von den drei beteiligten Doktoranden gelöst 
werden sollten. In einem ersten Schritt dahin sollte ein wässriges System 
entwickelt werden, in dem die Interaktion zwischen Antikörpern und Ascosporen 
optimiert werden konnte.  
Der Sensor, der in einem wässrigen Milieu aus der Luft gefangene Ascosporen 
detektieren kann, sollte ein eigenständiger, funktionstüchtiger Sensor sein, aus 
dem dann der Sensor mit den trockenen Antikörpern weiterentwickelt werden 
sollte. Durch diese stufenweise Vorgehensweise können bestehende Erkenntnisse 
in die neue Entwicklung einfließen und sie fördern. 
Die Sporen sollten nicht unmittelbar von einem Referenzblatt gegen den Sensor 
geschleudert, sondern freigesetzte Sporen aus der Luft in Pufferlösung gefangen 
und anschließend detektiert werden. Um dies zu erreichen, wurde für den 
Feldeinsatz im Zuge der hier vorliegenden Arbeit eine Sporenfalle entwickelt, die 
in der Lage war, Sporen in Wasser zu fangen. So wurde es möglich, die Detektion 
der Sporen durch den Sensor in einem wässrigen Milieu durchzuführen. In einem 
solchen System konnten die Bedingungen im Bezug auf Puffer und Temperatur 
optimiert werden. Dass es unter solchen Bedingungen zu einer Interaktion 
zwischen Antikörper und Spore kommt, zeigten die vorliegenden 
fluoreszenzmikroskopischen Versuche (siehe 3.6). Die Ergebnisse aus dem Labor 
konnten so direkt auf den Sensor übertragen werden. Ein weiterer Vorteil dieses 
Systems bestand darin, dass bei der technischen Entwicklung der Sensoreinheit 
auf die Erfahrung anderer Arbeitsgruppen zurückgegriffen werden konnte. 
Sensoren, die mit Antikörpern Proteine detektieren können, sind bekannt. Schon 
in den 70er Jahren wurde ein Sensor auf Basis eines Schwingquarzes entwickelt, 
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der mit  entsprechenden Antikörpern BSA in einer Lösung nachweisen konnte 
[Shons et al., 1972].  
Die Weiterentwicklung dieser bekannten Sensoren auf Molekülebene zu einem 
System, das mit Antikörpern ganze Sporen detektieren kann, war Aufgabe dieses 
Projekts. Eine Bindung zwischen auf einem Quarz immobilisierten Antikörpern und 
ganzen Sporen wurde bisher nicht beschrieben.  
 
4.2 Aufreinigung der Ascosporen 
Die Selektivität des Pathosensors sollte durch spezifische Antikörper erreicht 
werden, die gegen Venturia inaequalis hergestellt wurden. Für die Immunisierung 
mussten Ascosporen in größerer Quantität zur Verfügung gestellt werden. Für das 
anschließende Screening des Blutserums, die FACS- und die ELISA-Tests zur 
Isolation eines monoklonalen Antikörpers mussten weiter größere Mengen von 
Sporen geerntet werden. Insgesamt wurden ca. 107 hochreine Ascosporen 
benötigt. Die in den  Untersuchungen eingesetzten Sporen mussten hochrein sein, 
um nur solche Antikörper zu isolieren, die gegen Venturia gerichtet waren.  
Für die Isolation der Sporen gab es zwei mögliche Ausgangspositionen, zum 
einen die Aufreinigung der Sporen aus einer verunreinigten Suspension und zum 
anderen die Isolation über das Ausschleudern der Sporen.  
 
4.2.1 Aufreinigung von im batch-Verfahren gewonnenen Ascosporen 
Es ist möglich, viele Ascosporen aus infiziertem Blattmaterial durch ein batch-
Verfahren zu gewinnen. Dazu wurden die Blätter in Wasser gelegt und die Asci 
schleuderten die Sporen aus. Durch Zentrifugation konnten die Sporen gewonnen 
und aufkonzentriert werden. Da die Blätter vollständig in Wasser lagen, gelangten 
neben den Venturia Ascosporen aber auch reichlich fremde Sporen, Einzeller, 
Tierchen und Blattfragmente in die Suspension. Von diesen Verunreinigungen 
mussten die Ascosporen befreit werden. Es gibt drei Grundprinzipien, nach denen 
eine Aufreinigung von Sporen stattfinden kann: die Größe, die Dichte und die 
Ladung.  
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Weil keine der einzelnen Methoden ausreichend reine Sporen lieferte, wurden die 
Trennung über die Dichte durch eine Dichtegradientenzentrifugation und die 
Trennung über die Ladung durch eine Anionentauschersäule kombiniert. 
 
4.2.2 Dichtegradienten-Zentrifugation 
Die Dichtegradientenzentrifugation ist eine Methode, Partikel auf Grund ihrer 
Dichte zu trennen. Als Zentrifugationsmedium können die unterschiedlichsten 
Substanzen eingesetzt werden. Für unsere Anforderungen musste ein Medium 
gewählt werden, welches die Sporenoberfläche nicht zerstört oder verändert. 
Somit fielen Salz- oder Zuckergradienten auf Grund der osmotischen Wirkungen 
auf die Sporen weg. Michael Dohmen fand in seiner Diplomarbeit [2000] heraus, 
dass die Substanz Ludox zur Aufreinigung von Venturia Ascosporen geeignet war. 
Dass sich Ludox dazu eignet, Sporen aufzureinigen, wurde mehrfach beschrieben 
[Undeen & Alger, 1971; Undeen & Avery, 1983, Seleznev et al., 1995]. Ludox wird 
als Gleitschutzmittel für Papierverpackungen eingesetzt. Es ist ein kolloidales 
Kieselgel, das in Salzlösungen instabil wird. Seiner Neigung sich an Membranen 
anzuheften, musste bei der Aufreinigung der Sporen nach der Zentrifugation 
Rechnung getragen werden. Undeen & Avery [1983] beschrieben das Phänomen, 
dass sich Verunreinigungen an die Sporen anhaften und nicht abgetrennt werden 
konnten. Der Lösungsvorschlag in diesem Artikel war eine „Continuous flow“-
Zentrifugation, die hier aus technischen Gründen nicht durchgeführt werden 
konnte. Als ebenso erfolgreich erwies es sich, die Sporen in den unteren Teil des 
Gradienten vorzulegen, so dass sie zentripetal wandern mussten. Somit kommt es 
zu einem Auseinandertreiben der Partikel, da Verunreinigungen teilweise in die 
entgegengesetzte Richtung schweben wie die Sporen.      
Die Aufreinigung der  Ascosporen über die Dichte wurde auf Grund der Aussage 
von Aylor und Anagnostakis [1991] eingesetzt, in der die Dichte der Venturia 
Ascosporen in Wasser mit 1,05 g/ml angegeben ist. Die eingesetzte Methode der 
Stufengradienten-Zentrifugation zeigte, dass die Sporen jedoch keine einheitliche 
Dichte von 1,05 g/ml aufwiesen. Es konnten Sporen nach der Zentrifugation in 
einem Bereich von 1,0-1,3 nachgewiesen werden. Die höchste Sporendichte 
konnte in der Stufe P3 mit der Dichte 1,2 g/ml gefunden werden. Sie lag damit 
deutlich höher als von Aylor und Anagnostakis [1991] angegeben. In dieser Stufe 
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konnten ca. 30% der eingesetzten Sporen nachgewiesen werden. Hochreine 
Sporen waren durch diese Methode nicht zu isolieren, da die in der Suspension 
vorhandenen Verunreinigungen zu den Sporen ähnliche Dichten aufwiesen und 
somit in allen Phasen vorhanden waren. In der Phase P3, in der auch der größte 
Teil der Sporen zu finden war, waren die wenigsten Verunreinigungen vorhanden. 
Somit konnten 30% der eingesetzten Sporen von einem großen Teil der 
Verunreinigungen befreit werden. Trotz der geringen Ausbeute waren die 
Ergebnisse mit dem Gradientenmaterial Ludox recht zufriedenstellend, da durch 
diese Methode die Möglichkeit bestand, eine große Anzahl von im batch-
Verfahren gewonnenen Sporen in kurzer Zeit von dem Großteil der 
Verunreinigungen zu befreien. Für die Immunisierung konnten diese Sporen 
jedoch nicht eingesetzt werden, da anzunehmen ist, dass sich durch die 
Behandlungen die Oberflächenstrukturen und –proteine  verändern. Solche 
veränderten Sporen würden keine Antikörper bedingen, die sicher Ascosporen in 
den Plantagen binden. 
 
4.2.3 Ionenaustauschersäule 
Neben der Auftrennung über die Dichte wurde auch die Auftrennung über 
Interaktionen der Sporenoberfläche mit einem Säulenträgermaterial erarbeitet. Als 
Säulenmaterial wurde ein Ionenaustauscher gewählt. Ein Ionenaustauscher ist ein 
Gerüst aus Kondensations- oder Polymerisationsharzen, an deren Oberfläche sich 
austauschbare Gegenionen befinden. Bei einem Kationentauscher mit dem 
Gegenion H+ würde also dieses Wasserstoff-Ion gegen ein anderes Kation aus der 
Lösung ausgetauscht werden.  Dieser Vorgang ist reversibel. 
z.B. RSO3H+ + X+   RSO3X+ + H+ 
Diese Gleichgewichtsreaktion ist durch verschiedene Faktoren beeinflussbar. So 
ist das Gleichgewicht nacht rechts verschoben, je größer die Ladung des Ions X+ 
ist. Weiterhin kann dieses Gleichgewicht nach rechts verschoben werden, indem 
das Gegenion H+ aus der Reaktion entfernt wird. Und dies ist auf einer Säule der 
Fall. Weiterhin stellt der pH-Wert einen wichtigen Faktor in dieser Reaktion dar 
[Jander und Blasius, 1988]. Ebenso verhält es sich mit Anionen bei einem 
Anionentauscher. In verschiedenen Publikationen wird beschrieben, dass 
Diskussion  141 
[Hattori & Furusaka, 1959; Gillisen et al., 1961; Zvgaginstev, 1962]. Durch den pH-
Wert und die Salzkonzentration wurde die Anhaftung der Bakterien beeinflusst und 
somit konnte durch die Variation dieser beiden Komponenten die Anlagerung 
sowie die Elution der Mikroorganismen gesteuert werden. Dieses Verhalten wird 
von Daniels [1968] dadurch erklärt, dass sich die Zellen wie ein makroskopisches 
Zwitterion verhalten. Das Entscheidende dabei ist der isoelektrische Punkt der 
Zellen. Liegt der pH-Wert über diesem Punkt, adsorbieren sie an den 
Anionentauscher. Liegt der pH-Wert unter dem isoelektrischen Punkt, dann 
adsorbieren sie an Kationenaustauscher. Diese Adsorption basiert auf 
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den quartären Ammoniumgruppen 
in der Säule und den Carboxylgruppen auf der Zelloberfläche. Da die Ascosporen 
von Venturia inaequalis auf der Anionentauschersäule AG1 ein ähnliches 
Verhalten wie die Bakterien in den beschriebenen Versuchen zeigten [Wood,  
1980], könnte man sie ebenfalls als ein „makroskopisches Zwitterion“ bezeichnen. 
Bei der Interaktion mit der Säule spielt das eingesetzte Gegenion 
überraschenderweise keine Rolle. Ebenso konnte durch Spülen mit hohen 
Salzkonzentrationen von bis zu 1 mol/l bei niedrigem pH-Wert kein Auswaschen 
der Sporen beobachtet werden. Einzig der pH-Wert war für das Binden und die 
Elution der Sporen von Bedeutung. Unter pH 8 banden die Sporen und über pH 8 
wurden sie eluiert. Durch die hohe Salzkonzentration wird das Gleichgewicht der 
Reaktion nach links in Richtung der Ausgangsform verschoben, da die 
Konzentration der Salzionen wesentlich höher liegt als die der Sporen. Die Sporen 
sollten also eluieren. Dies konnte nicht beobachtet werden. Somit konnte die 
Theorie des Zwitterions als Bindungsgrund der Sporen an einer 
Anionentauschersäule die wirklichen Vorgänge an der Säule nicht ausreichend 
beschreiben. Es konnte weiterhin beobachtet werden, dass die Kugeln des 
Trägermaterials bei niedrigem pH kleiner als bei hohem pH-Wert sind. Somit sind 
auch die Zwischenräume zwischen den Kugeln bei niedrigen pH-Werten kleiner 
als bei hohen. Daher schien es möglich, dass das Trennverhalten der Säule durch 
die Größe der Kugeln bzw. der Zwischenräume zwischen den Kugeln zustande 
kam. Um dies genauer zu untersuchen, wurde der Versuch mit Glasperlen anstelle 
des Säulenmaterials  durchgeführt. Die eingesetzten Glaskugeln waren kleiner als 
die kleinsten Kugeln der Säule bei niedrigem pH. Wären die Zwischenräume 
zwischen den Kugeln so klein, dass die Sporen nicht passieren können, dann 
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müssten die Glaskugeln die Sporen ebenfalls zurückhalten. Dies war aber nicht 
der Fall. Somit kann gesagt werden, dass die Porengröße zwischen den Kugeln 
unter allen Versuchsbedingungen ausreichend war, um Sporen passieren zu 
lassen. Daher handelt es sich bei der Aufreinigung mit dem Anionentauscher AG1 
um Interaktionen der Ascosporen mit dem Säulenmaterial. Obwohl nicht eindeutig 
geklärt werden kann, wie die Interaktion zwischen Sporen und Säule abläuft, bietet 
diese Methode eine Möglichkeit der Aufreinigung, denn die eingesetzten Sporen 
konnten nach der Elution zu 100% wiedergefunden werden und  die so erhaltene 
Sporensuspension war nahezu frei von Verunreinigungen. Auch bei dieser 
Aufreinigungsmethode besteht die Gefahr, dass durch die starken pH-Wert- 
unterschiede Proteine auf der Oberfläche verändert oder sogar zerstört werden. 
Sollten durch das Ausschleudern nicht genügend Sporen isoliert werden können, 
ist diese Methode eine Möglichkeit, trotz der möglichen Veränderungen an der 
Oberfläche, Ascosporen aufzureinigen. 
 
4.2.4 Aufreinigung über Magnetobeads 
Die Aufreinigung von Ascosporen durch den Einsatz spezifisch beschichteter 
Magnetpartikel ist eine schonendere Methode, da die Versuche unter 
physiologischen Bedingungen durchgeführt werden können. 
Magnetpartikel werden routinemäßig zur Aufreinigung von mRNA eingesetzt 
(Chemagen oder Dynal). Dazu werden die Magnetobeads beschichtet, so dass es 
zu einer Bindung zwischen dem Poly-A-Schwanz der mRNA und den Partikeln 
kommt. Durch einen Magneten kann dann die RNA mit den Partikeln aus der 
Suspension entfernt und in einen entsprechenden Puffer überführt werden, wo sie 
dann von den Partikeln eluiert wird. 
Barakai-Golan et al. [1978] untersuchten die Interaktion verschiedener Lektine an 
unterschiedlichen Pilzen. Somit ergab sich eine Möglichkeit, die Ascosporen durch 
die Interaktion mit Lektinen aufzureinigen. 
Durch fluoreszenzmikroskopische Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass 
das Lektin Concanavalin A (Con A) eine hohe Affinität zu den Ascosporen von 
Venturia aufwies (siehe Abb. 20). Lektine sind zuckerbindende Proteine, die in der 
Natur auf den Oberflächen von Pflanzen zu finden sind. Man vermutet ihre 
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Bedeutung in der Pathogenabwehr. Das Lektin Wheat Germ Agglutinin (WGA) 
z.B. bindet an N-Acetylglucosamin, dem Grundbaustein des Chitins und inhibiert 
so die Keimung und das Wachstum chitinöser Hyphen [Mirelman et al., 1975].  
Die Aufreinigung verunreinigter Sporen über Con A beschichteten Magnetobeats 
zeigte zwar im Ansatz eine vielversprechende Möglichkeit in der Abtrennung der 
Sporen von anderen Zelltrümmern und anderen Sporen. Con A bindet an 
Mannose und Glucose [Lis & Sharon, 1998]. Diese Zucker treten aber auch bei 
den anderen in der Suspension vorkommenden biologischen Komponenten auf, 
so dass die Selektivität durch das Lektin für eine Aufreinigung nicht hoch genug 
war. Eine Verbesserung der Selektivität zu Gunsten der Ascosporen von Venturia 
wurde erzielt, indem die Bindungsreaktion zwischen dem Lektin und den Sporen 
ohne den empfohlenen Zusatz von Magnesium und Calcium durchgeführt wurde. 
Die Affinität des Con A zu den Sporen war auch ohne diese Zugabe sehr hoch. 
Trotz dieser Veränderung der Reaktionsbedingungen konnten nicht alle 
Verunreinigungen entfernt werden. Somit sind die Lektine nicht für eine selektive 
Isolation von Ascosporen geeignet. Durch den Einsatz spezifischer Antikörper 
anstelle der Lektine sollte sich die Selektivität dieser Methode zu Gunsten der 
Ascosporen erhöhen und somit eine sehr effektive und spezifische Möglichkeit der 
Ascosporenaufreinigung durch Magnetobeats ergeben. 
  
4.2.5 Aufreinigung durch Ausschütteln 
Die Methode, Ascosporen auf Grund ihrer hydrophoben Schicht von 
Verunreinigungen zu trennen, wurde 1958 von Emeis publiziert. Durch diese 
Methode gelang es nach Kreuzungsversuchen mit Hefen, die hydrophoben 
Ascosporen von dem hydrophilen Mycel zu trennen. Diese Aufreinigung basiert 
darauf, dass Ascosporen von Hefen im Gegensatz zum Mycel eine hydrophobe 
Oberfläche aufweisen und daher in der organischen Phase verbleiben, während 
sich andere, hydrophile Partikel im Wasser befinden. Auch die Ascosporen von 
Venturia sind mit einer Wachsschicht überzogen, um sie vor zellwandabbauenden 
Enzymen zu schützen. Dies konnte in den Versuchen zur Charakterisierung der 
Zellwandschichten (siehe 3.6.3) gezeigt werden. Trotz dieser hydrophoben 
Schicht war es nicht möglich, die Ascosporen durch Ausschütteln der 
verunreinigten Suspension in der organischen Phase zu lokalisieren. Sie befanden 
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sich in der wässrigen Phase. Die Bindungsstudien der Sporen mit Lektinen (siehe 
3.4.1.3 Abb. 20) zeigten, dass die Oberfläche der Sporen von Venturia 
durchgehend mit Zuckerketten bedeckt ist. Nach einer Inkubation der Sporen mit 
FITC-gelabeltem Con A konnte eine gleichmäßige Beschichtung der Spore mit 
dem Lektin unter dem Fluoreszenzmikroskop gezeigt werden (siehe 2.4.3.2.3, 
Abb. 20). Durch diese Beobachtung lässt sich erklären, warum eine Aufreinigung 
der Sporen durch Ausschütteln mit Paraffinöl nicht möglich war. Da die Oberfläche 
der Venturia Sporen viele Zuckerketten aufweist, und Zuckerketten hydrophil sind, 
verbleiben die Sporen ebenfalls in der wässrigen Phase. Dies ist auch 
zweckmäßig für die Biologie des Pilzes, da die Ascosporen von Venturia zur 
Infektion der Apfelblätter einen Wasserfilm benötigen.  
 
4.2.6 Aufreinigung durch Ausschleudern der Sporen 
Das Ziel, Sporen in einer hohen Quantität hochrein zu isolieren, konnte nur durch 
Nutzung des natürlichen Ausschleuderns der Sporen erreicht werden (siehe 
3.4.2.2). Diese Art der Isolation leitet sich von einer Methode von Curtis [1922] ab. 
Er positionierte Objektträger über infiziertem Blattmaterial. Die ausgeschleuderten 
Sporen blieben an dem Objektträger haften und konnten mikroskopisch 
nachgewiesen werden. Diese Methode fand bei vielen Untersuchungen zum 
Sporenflug von Venturia Anwendung: In Belgien [Soenen et al., 1960], in 
Rumänien [Rafaila, 1970], in den skandinavischen Ländern Norwegen [Fjeddalen, 
1948; Gjærum, 1954], Dänemark  [Weber, 1934-1935; Weber & Jørgensen, 1953], 
Schweden [Olsson, 1962; Norin, 1989] und Finnland [Hårdth, 1955; Ylämäki, 
1989].   
Bei der Isolation von Ascosporen durch das Ausschleudern gegen einen 
Petrischalendeckel handelt es sich um eine zeitaufwendige Methode, da die 
Blätter mit den reifen Pseudothecien auf nassem Zellstoff ausgelegt, und dann die 
ausgeschleuderten Sporen von den Petrischalendeckeln abgewaschen werden 
müssen. Die so erhaltenen Sporen weisen gegenüber anderen 
Aufreinigungsmethoden jedoch mehrere Vorteile auf. Zunächst werden mit dieser 
Methode nur Ascosporen gewonnen, die wirklich reif sind. Nur die reifen Sporen 
werden bis zu 2 cm hoch ausgeschleudert und erreichen den Deckel der 
Petrischalen. Somit sind diese Sporen identisch mit den Sporen, die in den 
Diskussion  145 
Plantagen den Befall verursachen. Dies ist für die Gewinnung der Antikörper von 
entscheidender Bedeutung, da so ein Antikörper produziert werden kann, der die 
reifen und infektiösen Sporen in einer Plantage erkennt. Andere Methoden, wie 
das Ausschütteln in Wasser oder das Auspressen der Pseudothecien, führen 
dazu, dass sich reife und unreife Sporen vermischen. Da nicht bekannt ist, 
inwiefern sich die Oberfläche von unreifen zu reifen Sporen verändert, sollten für 
die Immunisierung möglichst nur Sporen eingesetzt werden, die physiologisch reif 
sind. 
Weiterhin sind durch diese Methode die Sporen keinen Bedingungen ausgesetzt, 
die möglicherweise die Proteine oder Zuckerketten auf der Oberfläche verändern. 
Durch die Aufreinigung mit einem Gradienten kann es zu irreversiblen 
Veränderungen der möglichen Antigene auf der Zelloberfläche kommen. Dies 
kann z.B. durch osmotische Effekte bedingt sein. Somit verändert sie sich im 
Gegensatz zu der natürlich in der Plantage vorkommenden Sporenoberfläche. Bei 
den Oberflächen der aufgereinigten Sporen würden Antigene möglicherweise 
zerstört oder verändert. Antikörper, die durch solche Antigene hergestellt würden, 
könnten so eventuell an den Sporen in der Plantage nicht binden. Eine sichere 
Detektion der Ascosporen in einer Plantage könnte so nicht mehr gewährleistet 
werden. Ebenso verhält es sich bei der Aufreinigung durch den Anionentauscher. 
Die Sporen sind starken pH-Wert-Schwankungen von pH 3 bis über pH 8 
ausgesetzt. Dies sind Bereiche, denen die Sporen in ihrer natürlichen Umwelt 
nicht ausgesetzt sind. Dadurch sind ebenfalls Veränderungen an möglichen 
Antigenen nicht auszuschließen. Allein die Methode, Magnetobeads zur 
Aufreinigung zu verwenden, schließt solche möglichen Veränderungen aus, da sie 
unter physiologischen Bedingungen durchgeführt werden kann und die Interaktion 
zwischen Spore und Magnetobeads vollständig reversibel ist.  
Somit ist das Ausschleudern der Sporen gegen einen Petrischalendeckel und das 
anschließende Abwaschen unveränderter Sporen die am besten geeignetste 
Methode, um Ascosporen zu isolieren. Die Zugabe von Zimtsäure zur Inhibition 
der Keimung scheint ein geringes Risikopotential zu haben, eine Veränderung der 
Oberfläche zu verursachen. Zumindest kann der inhibitorische Effekt auf die 
Keimung durch Waschen der Sporen vollständig rückgängig gemacht werden.  
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4.2.7 Aufreinigung durch Sporensauger 
Der Sporensauger wurde konstruiert, um das zeitaufwendige Abwaschen der 
Sporen von den Petrischalendeckeln zu vermeiden. Die ausgeschleuderten 
Sporen sollten durch einen Luftstrom mitgerissen und dann in einer Waschflasche 
gefangen werden (siehe 3.4.2.1). In ersten Versuchen wurde deutlich, dass es 
möglich ist, ausgeschleuderte Sporen auf diese Weise in einer Fangflasche zu 
sammeln. Es stellte sich aber heraus, dass durch den konstanten Luftstrom über 
die Blätter diese innerhalb von 15 Minuten austrockneten, d.h. bevor der Großteil 
der Sporen freigesetzt wurde. Weiterhin war es nötig, eine Methode zu finden, 
durch die der Luftstrom gleichmäßig über die Blattoberfläche geleitet wurde und 
nicht nur punktuell einwirkte. Daher wurde der Sporensauger weiterentwickelt. 
Durch diese Weiterentwicklung wurden die beiden Hauptprobleme der ersten 
Versuche gelöst. Dadurch dass die Luft vor dem Passieren der Blätter befeuchtet 
wurde, konnte das Austrocknen der Blätter verhindert werden (siehe Abb. 22). Das 
Ausströmen der Luft durch mehrere in Wasser liegende Sprudelsteine bedingte 
eine gleichmäßige Verteilung der Luft um die Blätter (siehe Abb. 23) . Dies wurde 
durch den Einsatz eines luftdurchlässigen Kunststoffbodens noch verstärkt. Für 
diesen Boden wurden verschiedene Porengrößen getestet, die aber keinen 
weiteren Einfluss auf die Sporenernte hatten. Durch diese Verbesserungen an 
dem Sporensauger war es möglich, die Bedingungen so einzustellen, dass ein 
Sporenausschleudern über mehrere Stunden möglich war. Es konnten in der 
Abluft Sporen gefunden werden. Kontaminationen mit anderen Sporen oder 
Blattfragmente wurden durch diesen Apparat nahezu ausgeschlossen. Ein 
Nachteil der Luftführung von unten an den Blättern vorbei ist, dass der direkte 
Bereich über den Blättern nicht richtig angeströmt wird, da die Blätter den 
Luftstrom abhalten. Daher ist es möglich, dass Sporen nicht mitgezogen wurden, 
weil sie nicht weit genug aus den Pseudothecien ausgeschleudert wurden, um 
erfasst zu werden. Weiterhin war die gebaute Konstruktion zu klein, um die Anzahl 
an Blättern abernten zu können, die für die weiteren Versuche benötigt wurden.  
Obwohl dieser Sporensauger nicht die Sporenernte optimieren konnte, lieferten 
die Versuche wichtige Informationen für die Konstruktion der Sporenfalle. Es ist 
möglich, Sporen, die durch Luft verbreitet werden, in einer Waschflasche 
abzufangen. Die Sporen verbleiben auf Grund ihrer hydrophilen Oberfläche im 
Wasser und werden nicht durch die Luftblasen wieder ausgetragen.  
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Bei dem Sporensauger handelt es sich um eine sehr gute Methode, Ascosporen 
unter physiologischen Bedingungen zu isolieren. Für größere Mengen von Sporen 
ist sie aber in diesem Maßstab nicht geeignet. Um die für unsere Versuche 
benötigte Menge an Ascosporen zu gewinnen, müsste eine wesentlich größere 
Apparatur gebaut werden.  
 
4.3 Entwicklung einer Sporenfalle 
Das Grundprinzip des Sensors, einen Schwingquarz mit Antikörpern über einem 
Referenzblatt zu positionieren, sollte abgewandelt werden, um zunächst ein 
System zu erhalten, in dem Antikörper unter optimalen Bedingungen mit den 
Sporen interagieren können. Die Sporen sollten in Wasser gefangen werden, um 
so die Interaktion mit den Antikörpern an dem Quarz in einem naturnahen System 
durchführen zu können.  
Durch diese Überlegung stellte sich eine neue Aufgabe: Die Ascosporen müssen 
von der Luft, durch die sie verbreitet werden, in das wässrige Sensorsystem 
gelangen. Daher wurde als ein Teil dieser Arbeit eine Sporenfalle entwickelt, die in 
der Lage war, luftverfrachtete Partikel in einer wässrigen Lösung zu fangen. Der 
Grundgedanke, Sporen und Pollen aus der Luft zu fangen und zu analysieren, ist 
nicht neu. Schon 1951 wurde von Hirst eine automatische, volumetrische 
Sporenfalle entwickelt. Diese Falle stellt die Basis vieler weiteren Entwicklungen 
auf diesem Gebiet dar. Dieses System findet auch heute noch in den Burkard-
Sporensammlern Anwendung, die z. B. von Pollenwarndiensten eingesetzt 
werden.  Diese Falle saugt 10 l Luft pro Minute durch eine dem Wind 
entgegengerichtete, schmale Öffnung ein und luftverbreitete Partikel bleiben in der 
Falle an einem mit Vaseline beschichteten Objektträger haften, der mit einer 
Geschwindigkeit von 2 mm/h an der Einsaugöffnung vorbeigeführt wird. Dieser 
Objektträger kann dann mikroskopisch ausgewertet werden. Durch die Länge des 
Objektträgers ist der Einsatz auf 24 Stunden beschränkt. In Zusammenarbeit mit 
der Firma „Burkard Manufacturing Company Ltd., Rickmansworth (GB)“ wurde 
diese Falle von Hirst [1966] dann so verbessert, dass ein 7-tägiger Einsatz 
möglich wurde. Der Objektträger wurde durch eine Trommel mit einem 
Plastikstreifen ersetzt, der lang genug ist, um 7 Tage Betrieb zu ermöglichen. Die 
Nachteile dieser Fallen sind, dass Partikel unterschiedlicher Größe mit differenter 
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Effektivität gefangen werden, und dass solche Fallen durch die 
Windgeschwindigkeit beeinflusst werden [Edmonds, 1972]. 
Um diese Nachteile zu umgehen, beschreibt Edmonds [1972] eine 
Rotationssporenfalle, bei der die klebrigen Enden zum Fangen der Sporen an den 
Spitzen eines Rotors angebracht sind. So ist es möglich, mit dieser leichten und 
kostengünstigen Falle eine große Menge an Luftvolumen ohne Beeinträchtigung 
durch den Wind zu beproben. Ein Nachteil dieser Fallen ist die Abhängigkeit von 
der Sporengröße und die Möglichkeit der Überladung der klebrigen Flächen, 
wodurch nur ein zeitlich kurzer Einsatz möglich ist. Welche dieser Fallen 
geeigneter ist, Ascosporen von Venturia inaequalis zu sammeln, wurde 1993 von 
Aylor untersucht. Er fand heraus, dass die Burkardfalle unter gleichen 
Versuchsbedingungen mehr Ascosporen fing als der Rotationssammler. 
Da die gängigen Sporenfallen sehr teuer waren, entwickelte Gadoury und 
MacHardy 1983 eine Falle, die aus Polyvinylchlorid (PVC) hergestellt wurde und 
nur 10% der Kosten einer Burkardfalle verursachte. Diese Falle wurde mit der 
Burkardfalle verglichen, was dazu führte, dass sich eine Diskussion über die Vor- 
und Nachteile dieser Fallen zwischen den beiden Herstellern entwickelte [Gadoury 
& MacHardy, 1986]. 
Diese bisher beschriebenen Fallen fangen Partikel, die in der eingesaugten Luft 
vorhanden sind, auf klebrigen Oberflächen. Durch sie ist es nur möglich, 
quantitative Aussagen über die Luftbelastung zu treffen. Aussagen über den 
Zustand der gefangenen Partikel, wie z. B. die Keimfähigkeit bei Sporen, können 
nicht getroffen werden. Weiterhin können einzelne Rassen der Pathogene 
mikroskopisch nicht voneinander unterschieden werden. Daher entwickelte 
Schwarzbach 1979 eine Falle, bei der Pilzsporen eingesaugt und durch 
Infektionen auf Blattmaterial nachgewiesen wurden.  Dieses Prinzip wurde 1993 
von Kast und Walter weiterentwickelt. Sie bauten eine Sporenfalle, die neben den 
luftverbreiteten Sporen auch in Spritzwasser enthaltene Sporen in Wasser 
sammelt und dann auf Blattsegmente aufträgt. Nach einer Inkubationzeit konnten 
anhand der Symptome auf dem Blatt Aussagen über das Pathogen getroffen 
werden. 
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Alle bisher konstruierten Fallen beinhalten Teile, die für die Sporenfalle mit 
unseren Anforderungen von Nutzen sind. Aber keine dieser Fallen erfüllte all 
unsere Ansprüche, so dass eine eigene konstruiert werden musste. 
Die hier entwickelte Sporenfalle ist in der Lage, luftverfrachtete Partikel in einer Art 
Waschflasche in Wasser zu fangen. Zunächst wurde ein beweglicher Kopf 
benötigt, der durch ein Windsegel gegen den Wind gedreht werden kann. Im 
Gegensatz zu den Burkhardfallen musste dieser Kopf nicht die Rolle mit der 
klebrigen Oberfläche zum Fangen beinhalten und konnte kleiner und leichter 
gebaut werden. Daher lässt sich der Kopf leichter drehen. Ein bedeutender 
Unterschied zu allen bisher konstruierten Fallen ist, dass das Rohr, durch das die 
Luft zur Fangflasche geleitet wird, aus Glas besteht. Dies ist von Bedeutung, da 
Ascosporen von Venturia eine hohe Affinität zu Kunststoffoberflächen aufweisen. 
Aus diesem Grund ist eine Falle aus PVC, wie sie von MacHardy und Gadoury 
1983 entwickelt wurde, für unsere Zwecke ungeeignet. Die Sporen würden an den 
Kunststoffteilen der Falle haften bleiben und nicht in das Fangwasser gelangen.  
Ein weitere Herausforderung stellte die Leitung der Luft vom Fangkopf in die Falle 
bis hin zur Fangflasche dar. Das ganze System musste luftdicht sein, damit die 
eingesaugte Luft nur durch die Einlassöffnung und nicht an unbestimmten Stellen 
in das System gelangen konnte. Dies war eine Herausforderung, da der 
Fallenkopf frei um 360° drehbar sein musste. Es war nötig, eine frei drehbare und 
dabei luftdichte Verbindung zu finden. Konstruktionen mit z.B. Simmerringen 
würden dies erfüllen, aber die Reibung, die dabei entsteht, um das System 
luftdicht zu erhalten, ist so hoch, dass der Kopf nicht mehr durch leichteste 
Luftbewegungen gegen den Wind gedreht werden könnte. Das Ziel wurde für die 
Drehverbindung durch ein Rührer-Hülsensystem aus der organischen Chemie 
erreicht. Dieses System ist leichtgängig und durch einen Schliff luftdicht. So kann 
die Luft ohne Unterbrechung des Glasrohres in die Fangflasche gelangen. 
Eine weitere Neuerung ist, dass das Fangrohr in das Fangwasser eintaucht. Die 
Eintauchtiefe ergibt sich durch zwei Parameter. Je tiefer das Fangrohr in das 
Fangwasser eintaucht, umso sicherer werden alle Sporen durch das Wasser 
aufgenommen. Im Gegensatz dazu sollte das Volumen des Fangwassers so 
gering wie möglich gehalten werden, um eine möglichst hohe Sporenkonzentration 
zu erhalten. Durch eine Eintauchtiefe von einem Zentimeter können beide 
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Parameter ausreichend berücksichtigt werden. Daher muss durch die Pumpe eine 
Wassersäule von ca. 1 cm überwunden werden. Ein Ventilator, wie er in den 
anderen Fallen eingesetzt wird, kann dies nicht leisten. Es musste eine Pumpe 
verwendet werden, die in der Lage ist, die gewünschte Luftmenge von 10 l/min 
gegen diesen Wasserdruck zu saugen. Diese Luftmenge wurde für die Versuche 
in der vorliegenden Arbeit gewählt, da sie bei den Burkard-Sammlern eingesetzt 
wird und somit beide Fallen miteinander verglichen werden konnten. Im 
Testbetrieb der Falle zeigte sich, dass das Fangwasser je nach 
Wetterbedingungen schnell verdunstet. Dies erklärt sich dadurch, dass die 
eingesaugte Luft selten mit Wasser gesättigt ist und somit in der Fangflasche 
gesättigt wird. Die relative Luftfeuchte (r) ergibt sich aus dem Quotienten aus dem 
in der Luft herrschenden Dampfdruck (e) und dem Sättigungsdampfdruck über 
Wasser (E(T)). Die relative Luftfeuchte gibt die Luftfeuchtigkeit in Prozenten an: 
)(
100
TE
er   
Eine relative Luftfeuchtigkeit von 70% bedeutet, dass die Luft zu 70% mit Wasser 
gesättigt ist und somit noch 30% aufnehmen kann. Die Menge an Wasser, die 
durch die Luft aufgenommen werden kann, ist abhängig von der Temperatur. Je 
wärmer es ist, umso mehr Wasser kann die Luft aufnehmen. Bei einer Temperatur 
von 20°C liegt die Wassermenge bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 25% bei  
3 g/m3 [Online Referenz Nr. 12]. Das entspricht 12 g/m3 bei 100% relative 
Luftfeuchte. Die bei den ersten Versuchen eingesetzte Pumpe hatte nur eine 
Luftleistung von 7 l/min. Das heißt, in 24 Stunden wurden 10,08 m3 Luft durch das 
Wasser gesaugt. Bei der relativen Luftfeuchte von 50% kann bei 20°C jeder 
Kubikmeter Luft 6 g Wasser aufnehmen. Durch die eingezogene Luftmenge 
verdunsten also pro Tag 60,48 g Wasser aus der Fangflasche. Die Luftfeuchte 
betrug im Februar bis März teilweise nur 25%, wodurch noch mehr Wasser 
verdunstete.  
Um die Problematik der Verdunstung zu lösen, wurde die Fangflasche über das 
Prinzip der kommunizierenden Röhren mit einem Schwimmerventil [Kast & Walter, 
1993] verbunden. Das Schwimmerventil regelte den Zufluss von Wasser aus 
einem Vorratsgefäß. Bei dem Prinzip der kommunizierenden Röhren ist es nötig, 
dass an dem Schwimmer und in der Flasche die gleichen Bedingungen herrschen. 
Damit sowohl Fangflasche als auch das Schwimmerventil dem gleichen 
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Unterdruck ausgesetzt waren, wurden sie in eine Kammer gestellt.  Die 
Verbindung mit dem Fangrohr wurde über das Prinzip des Rührers mit Hülse aus 
der Chemie im Deckel dieser Kammer beweglich und luftdicht. Die 1 l 
Vorratsflasche stand außerhalb der Kammer und war über einen Schlauch mit 
dem Schwimmerventil verbunden. Es wurde das Schwimmerventil nach Kast 
ausgewählt, da es rein mechanisch funktioniert. Für den unabhängigen Betrieb in 
einer Plantage war es sinnvoll, die benötigte elektrische Energie so gering wie 
möglich zu halten. So sollte ein längerer Betrieb mit einem Akku oder durch 
Solarzellen ermöglicht werden. Das mechanische Prinzip des Schwimmers zeigte 
aber Nachteile auf. Um die Konzentration der gefangenen Partikel im Wasser 
möglichst hoch zu halten, war es nötig, das Volumen des Fangwassers gering zu 
halten. Daher konnte auch der Schwimmer nur ein geringes Volumen haben, 
wodurch dessen Auftrieb nicht sehr hoch war. Dadurch war die Kraft, mit der das 
Ventil geschlossen wurde, ebenfalls nicht groß. Das Ventil schloss nicht fest 
genug, so dass Wasser aus der Vorratsflasche, auf Grund des statischen Drucks 
im Vorratsgefäß, durch das Ventil in die Fangflasche gelangen konnte. Für weitere 
Versuche sollte an dem Schwimmer ein elektrischer Kontakt befestigt werden, der 
über ein Relais ein magnetisches Ventil steuert. So kann der Wasserstand durch 
einen Schwimmer reguliert werden, aber das Ventil schließt elektronisch mit mehr 
Kraft. Für ein solches Ventilsystem wäre nur wenig zusätzliche Energie nötig. Im 
Vergleich zu der Energiemenge, die durch die Vakuumpumpe benötigt wurde, 
würde dies nicht ins Gewicht fallen. 
Das Hauptproblem bei der Energieversorgung der Falle bestand in der 
Vakuumpumpe. Im Gegensatz zu dem Ventilator, der in der Burkardfalle die Luft 
bewegt, war für das Ansaugen der Luft eine Membranpumpe nötig, um den 
Zentimeter Wassersäule in der Fangflasche zu überwinden. Die eingesetzte 
Pumpe der Firma „Schwarzer Präzision“ aus Essen benötigt für die geförderte 
Luftmenge bei 12 V, 1A Strom. Um diese Energiemenge durch Solarzellen 
abzudecken, wäre ein großes Solarpaneel von 0,43 m2 Fläche nötig. Ein solches 
Paneel liefert bei starker Sonneneinstrahlung maximal 55 W, was bei 16 V ca. 
3,4A entspricht [online Referenz Nr. 13]. Bei Bewölkung nimmt die Menge an 
produzierter Energie ab. Ein Betrieb der Falle wäre somit nur durch ein solch 
großes Paneel auch bei schlechtem Wetter gesichert. Weiterhin müsste durch 
dieses Paneel eine Pufferbatterie geladen werden, um einen Betrieb der Falle 
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auch bei wenig oder keinem Licht zu ermöglichen. Für diesen Akku wird weitere 
Energie benötigt. Der Betrieb nur mit einer Autobatterie ist mit einer solchen 
Pumpe nicht sinnvoll, da eine gängige Autobatterie 16 Ah Strom liefert und somit 
den Betrieb der Falle maximal 16 Stunden gewährleisten könnte. Durch die 
benötigte Größe des Solarpaneels entstehen hohe Anschaffungskosten für den 
Sensor. Durch den Einsatz einer Pumpe, die weniger Energie benötigen würde, 
könnte die Größe und somit die Kosten für den Sensor gesenkt werden. Eine 
deutliche Energieeinsparung könnte erreicht werden, wenn durch die Pumpe keine 
Wassersäule überwunden werden müsste. Bei der Sporenfalle nach Kast [1993] 
werden Sporen in Wasser gefangen. Die Einsaugöffnung endet in dieser Falle 
über der Wasseroberfläche. Die Luft wird an dem Fanggefäß vorbeigeleitet, 
während die eingesaugten Sporen auf Grund ihrer Masse auf die 
Wasseroberfläche prallen. Wäre dieses Prinzip auf die hier konstruierte Falle 
übertragbar, dann könnte die Membranpumpe gegen einen einfachen Ventilator 
ausgetauscht werden, der wesentlich weniger Energie benötigt. Dazu müssten 
weitere Versuche durchgeführt werden. 
 
4.4 Charakterisierung der Antigene 
Die gewonnenen spezifischen Antikörper sollten die Selektivität des Sensors 
bewirken. Für den Einsatz sollten sie als optimierte single-chain-Antikörper 
eingesetzt werden. Für solche Modifikationen wurden weitere Informationen über 
die Charakteristika der Antigene benötigt. Die benötigten Informationen beziehen 
sich auf die Art des Antigens, die Lokalisation auf der Sporenoberfläche und die 
Verankerung in der Zellwand.   
In dem polyklonalen Mausserum waren Antikörper gegen Venturia enthalten 
(siehe 3.6, Abb. 26). Durch einen unspezifischen Proteinverdau durch das Enzym 
Proteinase K konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Antigenen um Proteine 
oder an Protein gebundene Strukturen handelte (siehe 3.6.1). Nach dem Verdau 
der Proteine konnte keine Interaktion zwischen Spore und Antikörpern mehr 
gezeigt werden. In dem Blutserum befanden sich zum einen Antikörper, die an 
Proteine und zum anderen an Zuckerketten von Glycoproteinen banden (siehe 
3.6.2). Nachdem die N-gebundenen Zuckerketten enzymatisch von der 
Sporenoberfläche entfernt wurden, banden weniger Antikörper an der Spore. 
Durch eine FACS-Messung konnte gezeigt werden, dass die Fluoreszenzstärke 
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der Sporen nach dem Verdau um den Faktor 10 schwächer war als vorher (siehe 
Abb. 27). Durch eine an die Gaschromatographie gekoppelte 
Massenspektroskopie konnten keine genaueren Aussagen über die Art der 
Monosaccharide getroffen werden.  
 
4.4.1 Charakterisierung der Zellwandschichten 
Die Tiefe der Verankerung der antigen wirkenden Proteine in der Zellwand ist eine 
wichtige Information für die Optimierung der Antikörper. Nur in der Zellwand 
eingebundene Proteine sind auf Grund ihrer Festigkeit als Antigen verwendbar. 
Durch den Abbau einzelner Zellwandschichten von außen nach innen konnten 
verschiedene Eigenschaften der Antigene und der Sporenwand bestimmt werden. 
Die einzigen bisher durchgeführten Untersuchungen zum Aufbau der 
Sporenzellwand von Venturia stammen von Smereka et al. [1987], die die 
Penetration der Ascosporen in das Wirtsblatt, elektronenmikroskopisch 
untersuchte. Bei ihren Untersuchungen wurden die Zellwand in drei grobe 
Bereiche eingeteilt: eine elektronendichte Schicht, in der die Keimpore erscheint, 
eine elektronendichte, feste Mittelschicht und eine dicke, elektronendurchlässige 
Schicht. Diese Erkenntnisse reichten für unsere Fragestellung nicht aus. Der 
schichtweise Abbau der Zellwand von außen nach innen sollte die Verankerung 
der Antigene genauer charakterisieren. 
Bei der Auswahl der zellwandabbauenden Enzyme für diese Versuche wurde eine 
Arbeit von Jaworski & Wang [1965] berücksichtigt. In dieser Arbeit werden die 
Bestandteile der Zellwand der Hyphen beschrieben. Neben den bei Ascomyceten 
zu erwartenden Bestandteilen wie Lipide, Chitin, Proteine und Pigmente besteht 
ein großer Teil der Hyphenzellwand von Venturia aus den für Ascomyceten 
ungewöhnlichen Bestandteilen Hemicellulose (28%) und Cellulose (33%). Somit 
bestehen die wahrscheinlich zu erwartenden Zellwandschichten aus Glucan, 
Chitin und Cellulose. Es wurden Enzyme ausgewählt, die diese Schichten 
spezifisch abbauen können. Die Erfolg der Verdaus wurden auf drei verschiedene 
Weisen kontrolliert. Eine Interaktion zwischen den behandelten Sporen und den 
Lektinen Con A und WGA gab Auskunft über die abgedaute bzw. über die durch 
den Verdau freigelegte Zellwandschicht. Con A bindet spezifisch an Mannose und 
Glucose und kann daher an vielen, aus Glucose aufgebauten Zellwandschichten 
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binden. WGA bindet an N-Acetylglucosamin, welches der Hauptbaustein des 
Chitins ist. Durch dieses Lektin sollte die Chitinschicht in der Zellwand detektiert 
werden. Die dritte Kontrolle war ein quantitativer Zuckernachweis im Überstand. 
Die Grundbausteine von Glucan und Cellulose sind Zucker, die bei einem 
erfolgreichen Verdau von der Spore abgelöst und in den Überstand gehen und 
dort nachweisbar sein sollten. 
Um Aussagen über die Verankerung der Antigene in der Zellwand zu erhalten, 
wurden die Sporen nach der Enzymbehandlung auch mit dem polyklonalen 
Mausserum inkubiert. Wurde die Schicht, in der die Proteine mit der Zellwand 
verbunden sind, entfernt, würden auch die Antigene entfernt und es wäre keine 
Fluoreszenz nach der Antikörperinteraktion nachweisbar.  
 Der erste Versuchsansatz mit zellwandabbauenden Enzymen zeigte, dass keines 
der Enzyme die Sporenzellwand angreifen konnte (siehe Tab. 5). Die Sporen 
werden durch eine Wachsschicht vor den Angriffen von zellwandabbauenden 
Enzymen geschützt. Solche Wachsschichten sind häufig auf Ascosporen zu 
finden. Bei Hefen macht man sich diese Schicht bei der Isolation der Ascosporen 
zunutze [Emeis, 1958]. Diese Schicht konnte durch eine Behandlung mit einem 
starken Detergenz von den Ascosporen von Venturia entfernt werden. Nach der 
Behandlung mit 1% Triton X-100 konnte eine Glucanase die Sporenzellwand 
angreifen. Die Bindung zwischen Con A und der Spore war nach dem Verdau 
nicht mehr möglich. Der quantitative Zuckernachweis bestätigte den erfolgreichen 
Verdau durch die Glucanase. Im Überstand wurden Zucker nachgewiesen (siehe 
Tab. 6). Daraus folgt, dass sich unter der Wachsschicht eine Glucanschicht 
befindet. Die Interaktion zwischen Spore und Antikörpern war weiter vorhanden, 
was zeigt, dass die Antigene tiefer in der Zellwand verankert waren. 
Nach dem Glucanaseverdau konnte eine Cellulase die Sporenzellwand angreifen. 
Dies zeigte sich dadurch, dass nach dem Verdau WGA an der Spore band. Diese 
Interaktion war vor der Cellulasebehandlung nicht vorhanden. Auf die Glucan- folgt 
somit eine Celluloseschicht. Auch der Zuckertest im Überstand war bei dem 
Cellulaseansatz positiv (siehe Tab. 7). Die Antikörper konnten weiterhin an der 
Spore binden, was zeigt, dass die Antigene tiefer in der Zellwand verankert sind. 
Die  Bindung des WGAs nach dem Entfernen der Celluloseschicht zeigte, dass 
durch diesen Abbau eine Chitinschicht freigelegt wurde. WGA interagiert nur mit 
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N-Acetylglucosamin, dem Hauptbestandteil des Chitins. Nach einem 
Chitinaseverdau konnten jedoch noch Interaktionen zwischen der Spore und dem 
Lektin WGA gezeigt werden. Dass ein Abbau stattgefunden hat, zeigt die 
Inkubation mit dem polyklonalen Serum. Die Zellwand war nach diesem Verdau 
für die Antikörper permeabel. Es zeigten sich Interaktionen mit den Antikörpern im 
gesamten Protoplasten der Spore (siehe Abb. 30). Vor der Behandlung konnten 
nur Interaktionen an der Sporenwand gezeigt werden. Die äußeren Schichten der 
Ascosporen von Venturia können auf Grund der durchgeführten Versuche von 
außen nach innen als Wachsschicht, gefolgt von einer Glucan-, einer Cellulose- 
und einer Chitinschicht benannt werden. Die antigen wirkenden Proteine waren 
tiefer in der Zellwand verankert (siehe Abb. 31). 
Die hier abgedauten Zellwandschichten können in der Einteilung von Smereka et 
al. [1987] in den ersten Bereich, der elektronendichten, Porus-bildenden Schicht 
eingeordnet werden. Durch die Entfernung dieser Schichten wurden die Sporen 
nicht in ihrer Form verändert. Die Schichten, die der Spore die Stabilität sowie die 
Form geben, wurden durch die Enzyme nicht wesentlich angegriffen. Diese 
Schichten sind in der stabilen und festen Mittelschicht zu finden. Die äußere, 
durch die hier durchgeführten Versuche entfernte Schicht, dient dazu, die Spore 
undurchlässig zu machen. Durch diese äußeren Schichten können Moleküle der 
Größe von Antikörpern oder der Lektine nicht in die Zelle oder aus ihr heraus 
dringen. Durch diese Zellwandschichten schirmt sich die Spore vor 
Umwelteinflüssen ab und kann so als Überdauerungs- und Verbreitungsorgan 
überleben. 
Durch die Untersuchungen der Zellwände konnten keine weiteren Eigenschaften 
der möglichen Antigene bestimmt werden. Daher wurde versucht, über eine 
cDNA-Bank auf molekularbiologischer Ebene das Antigen zu finden und zu 
charakterisieren.  
    
4.4.2 Isolation eines antigencodierenden Venturia-Gens aus einer 
cDNA-Bank 
Das Screenen einer in Phagen enthaltenen cDNA diente dazu, ein Protein zu 
finden, das mit den Antikörpern aus dem Blutserum interagiert, und auf 
molekularbiologischer Ebene zu charakterisieren. 
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Die Immunisierung der Mäuse mit den hochreinen Ascosporen brachte ein 
polyklonales Mausserum, das Antikörper gegen die Sporen enthielt. Durch 
Fluoreszenzmikroskopie mit einem FITC-gelabelten Anti-Maus-Antikörper konnte 
gezeigt werden, dass die in dem Serum enthaltenen Antikörper gleichmäßig auf 
der Sporenoberfläche banden (siehe Abb. 26). Es waren keine Bereiche auf der 
Spore, die auf eine Ansammlung antigener Proteine schließen ließen. Solche 
Konzentrationen von Antigenen kommen z.B. an Poren vor und wären 
prädestiniert für eine Antikörperbindung, wie sie für den Sensor benötigt würde, da 
an solchen Stellen viele gleichartige Proteine zu finden sind, die eine starke 
Interaktion zwischen dem Sensor und der Spore ermöglichen könnten. Die 
Fluoreszenzmikroskopie der Sporen nach der Antikörperinteraktion zeigte keine 
solche antigenreichen Regionen. Die gleichmäßige Verteilung der Antigene  
konnte durch die Rasterelektronenmikroskopie bestätigt werden. Bei einer 10.000-
fachen Vergrößerung war die Sporenoberfläche glatt und eben, ohne auffällige 
Strukturen (siehe Abb. 24). Somit konnten Poren als mögliche antigenreiche 
Regionen ausgeschlossen werden. Durch die Ansammlung der Antigene auf 
einige wenige Punkte könnte zwar eine starke Bindung zwischen Sensor und 
Spore an diesen Stellen erreicht werden, aber durch diese Konzentration der 
Antigene verringerte sich die Bindungsfläche auf der Spore. Trifft eine Spore bei 
der Passage des Sensors nicht mit einer solchen Stelle auf die immobilisierten 
Antikörper, könnte sie möglicherweise unerkannt vorbeigespült werden. Durch die 
gleichmäßige Verteilung der Antigene auf der Sporenoberfläche sollte beim 
Kontakt zum Sensor immer eine Interaktion mit den Antikörpern stattfinden. Die 
Position der Spore im Bezug auf den Sensor ist somit für eine Detektion nicht 
entscheidend. Die hier gewonnenen Erkenntnisse beziehen sich auf Versuche, die 
mit polyklonalem Mausserum durchgeführt wurden. Ob die Antigene eines 
monoklonalen Antikörpers ebenfalls gleichmäßig über die Sporenoberfläche 
verteilt sind, kann nicht ausgesagt werden. 
Für die Gewinnung eines monoklonalen Antikörpers sollte ein mögliches antigen 
wirkendes Protein isoliert und kloniert werden. Durch die Klonierung wäre es 
möglich, das Protein in größeren Mengen für Immunisierungen und anschließende 
ELISA-Tests aufzureinigen. Dafür wurde eine cDNA-Bank von Venturia auf ein 
mögliches Antigen gescreent. Diese cDNA-Bank wurde uns freundlicherweise von 
Prof. Dr. Matthias Hahn aus Kaiserslautern zur Verfügung gestellt. Sie wurde in 
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seiner Arbeitsgruppe aus Mycel des Pilzes hergestellt. In dem polyklonalen 
Mausserum gegen Venturia waren Antikörper vorhanden, die auch gegen 
Antigene auf dem Mycel und Konidien von Venturia gerichtet waren. So bestand 
die Möglichkeit, dass sich auf den Konidien dieselben Antigene wie auf den 
Ascosporen befanden. Ein Screening dieser Phagenbank könnte einen Klon 
liefern, der das Antigen von Venturia exprimiert. Das Screening der Bank 
ermöglicht es, nur ein Antigen ohne Zuckerketten zu isolieren. Die Proteine dieser 
Bank wurden in E.coli exprimiert. Bakterien sind nicht in der Lage, Proteine zu 
glykosilieren. Durch dieses Screening konnte somit nur ein Antigen aus der 
Gruppe der Proteine kloniert werden. Die als Antigen wirkenden Zuckerketten 
können durch diese Versuche nicht erfasst werden. Der Verdau der Sporen mit 
dem Enzym PNGase F zeigte, dass auch nicht glykosylierte Proteine als Antigen 
wirkten (siehe 3.6.2). 
Es konnte in der Phagenbank ein Klon gefunden werden, der ein Protein 
exprimiert, welches mit einem Antikörper aus dem Blutserum interagiert. Der Klon, 
mit AWBT6/7 bezeichnet, beinhaltet ein 1,1 kb langes Stück cDNA, das vollständig 
und doppelsträngig sequenziert wurde. Die erhaltene Basenabfolge wurde mit der 
Datenbank von NCBI abgeglichen. Auf Nukleotidebene konnten keine 
signifikanten Homologien zu bekannten Proteinen gefunden werden (siehe Abb. 
58). Bei der gefundenen Sequenz handelt es sich somit um ein noch nicht 
bekanntes Gen. 
Programme zur Sequenzanalyse ermöglichen, Nukleotidsequenzen nach 
möglichen „open reading frames“ (orf) zu scannen und diese in eine 
Aminosäuresequenz umzuschreiben. Es wurde ein orf gefunden, der eine Länge 
von 695 Basen umfasst. Nach der Translation der Basenfolge in eine 
Aminosäuresequenz konnten bei einem Datenbankabgleich von NCBI Homologien 
zu Esterasen verschiedener Eukaryoten gefunden werden (siehe Abb. 59).   
Durch diesen Datenbankabgleich wurde deutlich, dass das Gen in dem Plasmid in 
umgekehrter Orientierung inseriert war. Die weiteren Betrachtungen beziehen sich 
auf den codierenden Strang in der Orientierung 5`nach 3` (siehe Abb. 57).  
Der gefundene orf von 695 Basen startete nicht mit einem Startcodon. Daher ist 
deutlich, dass der vollständige Leserahmen länger ist als durch die 
Datenbankalgorithmen angegeben. Das von diesem Gen codierte Protein zeigt in 
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einer SDS-PAGE eine Größe von ca. 33 kDa. Dies entspricht annähernd einer 
Kettenlänge von 330 Aminosäuren. Jede Aminosäure wird auf DNA-Ebene durch 
drei Nukleotide codiert, wodurch sich ein Gen mit der Länge von 990 Basenpaaren 
ergibt. 
Auf Basis der aus der cDNA gewonnenen Sequenz wurde das Gen mittels PCR 
aus dem Genom von Venturia isoliert. Diese PCR zeigte, dass sich in dem Gen 
keine Introns befanden. Die Sequenz des genomischen PCR-Produkts stimmte 
mit der cDNA-Bank überein. Für die weiteren Untersuchungen wurden durch ein 
„Genome Walking“ weitere Sequenzen in beide Richtungen gewonnen.  
Untersucht man diese Nukleotidsequenz, dann finden sich vor dem gefundenen 
orf zwei Startcodons „in frame“. Sollte es sich bei diesen ATGs um den Beginn der 
Translation handeln, ergäben sich bei dem ersten ATG ein Gen der Länge 1028 
und bei dem zweiten eins von 993 Basen Länge. Somit könnte es sich bei dem 
zweiten ATG um das mögliche Startcodon handeln, da es für 331 Aminosäuren 
codieren würde, welche in einer SDS-PAGE eine Bande der Größe 33 kDa zeigen 
würde. Genauere Informationen über den Transkriptionsstart müssten durch ein 
5`-RACE gewonnen werden.  
Die Analysen der genomischen DNA ergaben, dass der Klon AWBT6/7 mit hoher 
Wahrscheinlichkeit einen vollständigen Leserahmen in seinem Plasmid trägt und 
damit ein vollständiges und intaktes Protein translatieren kann.   
Auf Basis der genomischen Daten wurde in einem Datenbankabgleich eine 
Homologie des Venturia Proteins mit verschiedenen Esterasen angezeigt (siehe 
Abb. 59). Dies konnte in einem photometrischen Esteraseassay mit dem Substrat 
p-Nitrophenol-Essigsäure verifiziert werden. Der Klon AWBT6/7 zeigte eine 
deutlich höhere Aktivität als ein Bakterium mit dem leeren Vektor (siehe 3.9.1).  
Durch das Screening der cDNA-Bank sollte ein antigen wirkendes 
Oberflächenprotein isoliert werden. Ob es sich bei diesem Protein um ein solches 
handelte, kann nicht ausgesagt werden. Die Mäuse wurden mit ganzen 
Ascosporen immunisiert. In der Blutbahn wurden diese abgebaut und auch 
intrazelluläre Proteine fungierten als Antigen. So ist es denkbar, dass in dem 
polyklonalen Mausserum Antikörper gegen intrazelluläre und Oberflächenproteine 
enthalten sind. Daher kann es sich bei dem gefundenen Protein um ein 
intrazelluläres oder um ein Oberflächenprotein handeln. 
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Durch die gewonnenen Informationen über die Eigenschaften des gefundenen 
Proteins besteht die Möglichkeit, dass es sich um ein Zellwandprotein handelt. Der 
Homologievergleich weist auf eine Esterase hin. Esterasen sind Enzyme, die 
Esterbindungen aufspalten. Zu dieser Enzymgruppe gehören auch die Cutinasen. 
Die Cutinasen nehmen eine Sonderstellung bei den Esterasen ein, da sie sowohl 
Ester wie auch unlösliche Triglyceride spalten können. Somit sind die Cutinasen 
eine Brücke zwischen Lipasen und Esterasen. Bei Venturia wurde eine Cutinase 
beschrieben [Köller & Parker, 1989]. Cutinasen spalten das auf der Blattoberfläche 
vorhandene Cutin und ermöglichen so eine enzymatische Penetration des Pilzes 
unter diese Schicht. Cutin bildet die Kutikula, ist auf die Blatt- und 
Fruchtoberfläche aufgelagert und ist ein Polyester aus Hydroxy- und 
Hydroxyepoxyfettsäuren [Kolattukudy, 1980; 1981]. Die Kutikula ist die erste 
Barriere, die ein pflanzenpathogener Pilz überwinden muss, um eine Pflanze zu 
infizieren. Venturia inaequalis wächst zwischen den Epidermiszellen und der 
Kutikula. Daher muss er durch das Cutin dringen. In der Literatur wird darüber 
diskutiert, ob Venturia mechanisch oder enzymatisch penetriert. Für beide 
Varianten gibt es Argumente. Für eine mechanische Penetration spricht, dass die 
durch einen Verdau freiwerdenden Hydroxyfettsäuren antimykotisch wirken 
[Martin, 1964]. Ein Pilz würde sich bei der Penetration selber hemmen. Ein 
weiteres Argument gegen einen enzymatischen Abbau des Cutins ist die 
Ausbildung eines Appresssoriums. Diese Form der Infektion wurde von Smereka 
et al. [1987] genauer untersucht.  
Für eine enzymatische Penetration spricht, dass der Pilz auch ohne die Bildung 
eines Appressoriums das Blatt infizieren kann [Nusbaum & Keitt, 1938]. Ein erstes 
Argument für die Existenz einer Cutinase wurde schon 1915 von Wiltshire 
vorgelegt. Er beobachtete, dass die Kutikula über den Hyphen von Venturia 
dünner ist als an anderen Stellen des Blattes. Diese Beobachtung wurde von 
Nicholson et al. [1972] unterstützt, der in der frühen Infektionsphase von Venturia 
an den Keimschläuchen eine Esteraseaktivität nachweisen konnte. Erste 
experimentelle Belege für eine Cutinaseaktivität konnten von Sparapano & Graniti 
[1977] vorgelegt werden. Es konnte gezeigt werden, dass Venturia auf einem 
Minimalmedium wachsen kann, welches als Kohlenstoffquelle nur Cutin beinhaltet. 
Durch Arbeiten von Köller & Parker [1989] gelang es, eine Cutinase mit einem 
Molekulargewicht von 22 kDa aus Venturia aufzureinigen.  Im Jahr 1991 zeigte er 
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auch die Bedeutung der Cutinase bei der Penetration von Venturia. Eine Infektion 
des Pilzes wurde durch die Zugabe eines Cutinasehemmstoffes verhindert.  
Diese Veröffentlichungen lassen den Schluss zu, dass es sich bei der in dieser 
Arbeit klonierten Esterase auch um eine Cutinase und damit auch um ein 
Oberflächenprotein handeln könnte. In der Vergangenheit wurden einige Studien 
über Cutinasen durchgeführt. Am besten wurde dieses Enzym bei dem 
Pflanzenpathogen Fusarium solani f. sp. pisi untersucht [Purdy und Kolattukudy, 
1975; Lin und Kolattukudy, 1980; Soliday und Kolattukudy, 1983; Danzig et al., 
1986; Murphy et al., 1996;). Die meisten Cutinaseproduzenten sind bei den Pilzen 
zu finden, aber auch durch Pollen [Kolattukudy, 1984; Sebastian et al. 1987] und 
das Bakterium Pseudomonas putida [Sebastian et al., 1987] werden Cutinasen 
gebildet. Um die genaue Funktion und Wirkungsweise der Cutinasen zu 
erforschen, wurden cDNA-Klone von drei verschiedenen Cutinasen hergestellt. 
Die untersuchten Enzyme stammten aus Fusarium solani f. sp. pisi, Colletotrichum 
gloeosporioides und Colletotrichum capsici [Ettinger et al., 1987]. Soliday et al. 
[1984] fanden heraus, dass in der Proteinsequenz der untersuchten Cutinasen ein 
stark konservierter Bereich vorhanden ist, der vier Cysteine beinhaltet, die über 
Disulfidbrücken verbunden sind. Dieser Bereich wies eine entscheidende 
Bedeutung bei der Aktivität auf. Mutanten, die in diesem Bereich Veränderungen 
aufwiesen, verloren ihre Cutinaseaktivität. In der Proteinsequenz der Esterase aus 
Venturia sind nur drei Cysteine zu finden. Auf molekularbiologischer Ebene ist 
somit eine Cutinaseaktivität unwahrscheinlich. Um diese These experimentell zu 
unterstützen, wurde die Esterase auf eine Cutinaseaktivität hin untersucht. Dafür 
wurde Cutin von Apfelschalen isoliert und mit der Esterase behandelt. Bei einer 
Cutinaseaktivität des Proteins müssten im Überstand Hydroxyfettsäuren 
nachweisbar sein. Diese Versuche konnten keine Cutinaseaktivität bestätigen. 
Somit konnte die auf Grund der Aminosäuresequenz getroffene Aussage, dass es 
sich bei dem Protein nicht um eine Cutinase handelt, bestätigt werden. 
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4.5 Ausblick 
4.5.1 Ascosporengewinnung 
Die in dieser Arbeit entwickelten Methoden zur Aufreinigung von Ascosporen sind 
eine Möglichkeit, eine hohe Quantität an reinen Sporen zu gewinnen. Um 
mögliche Veränderungen an der Sporenoberfläche durch die Aufreinigung zu 
vermeiden, sollten die Methoden zum Abtrennen der Ascosporen durch 
beschichtete Magnetpartikel weiter verbessert werden. So sollten die 
Magnetobeads mit Antikörpern gegen Venturia inaequalis ummantelt werden, um 
eine hohe Spezifität zu erzielen. In weitergehenden Versuchen sollte erarbeitet 
werden, ob eine Aufreinigung über eine mit Antikörpern beschichtete Säule 
möglich ist.  
 
4.5.2 Sporenfalle   
In der vorliegenden Arbeit konnte eine Sporenfalle konstruiert werden, die  den 
speziellen Anforderungen des Pathosensors entspricht. In den Feldversuchen 
stellte sich heraus, dass das mechanische Schwimmerventil zur Regulierung des 
Wasserstandes in der Fangflasche nicht genug Auftrieb hatte, um gegen den 
statischen Wasserdruck aus dem Vorratsgefäß vollständig zu schließen. Ein 
Magnetventil hätte mehr Kraft und könnte den Zufluss in die Fangflasche 
vollständig unterbrechen. Die Regelung das Ventils sollte mit dem Schwimmer 
über das Prinzip der kommunizierenden Röhren erfolgen. Für den Betrieb der 
Falle in Plantagen sollte die Energieversorgung über ein Solarpaneel erfolgen. Bei 
Einsatz einer Membranpumpe ist dies nur schwer möglich, da deren 
Stromverbrauch zu hoch ist. Die Membranpumpe wird benötigt, um die Luft durch 
das Fangwasser zu saugen. Eine Alternative läge in der Sporenfalle von Kast & 
Walter (1989), in der Partikel ebenfalls in Wasser gefangen werden. Die 
Einsaugöffnung endet hier oberhalb der Flüssigkeit, so dass die Luft über dem 
Wasser abgeleitet wird und die Partikel auf Grund ihrer Massenträgheit ins 
Wasser gelangen. Der Vorteil dieser Methode ist, dass die Luft durch einen 
Ventilator angesaugt werden kann, der wesentlich weniger Energie benötigt als 
eine Membranpumpe. Es müsste in Versuchen sicher gestellt werden, dass sich 
die Fangleistung der Falle durch dieses System nicht verschlechtert. Ein weiterer 
Vorteil dieses neuen Systems läge darin, dass die Luft durch das Fangwasser 
nicht mehr gesättigt werden muss und somit die Verdunstung des Fangwassers 
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stark reduziert wäre. Ein wartungsfreier Betrieb wäre somit über einen längeren 
Zeitraum möglich 
 
4.5.3 Oberflächenanalyse         
Die in dieser Arbeit durchgeführten Studien zur Oberflächenanalyse wurden mit 
einem polyklonalen Mausserum durchgeführt. Für den Einsatz eines mit 
Antikörpern beschichteten Sensors müssten diese Studien mit einem 
monoklonalen Antikörper wiederholt werden. Erst dann könnte dieser Antikörper 
für den Sensor optimiert werden.  
Unabhängig von der Entwicklung des Sensors sollten weitergehende Studien über 
den Zellwandaufbau der Sporen gewonnen werden. Dabei sollten die einzelnen 
Schichten sowie ihre Vernetzung grundlegend erforscht werden. Die gewonnenen 
Daten könnten wichtige Informationen über die Sporenentwicklung liefern. Mit 
diesem Wissen ließen sich möglicherweise neue Bekämpfungsstrategien gegen 
den Apfelschorferreger entwickeln, die die Bildung von Ascosporen verhindern 
und es somit zu keinem Sporenflug mehr kommt.  
 
4.5.4 cDNA-Klon  
Im Verlauf der vorliegenden Arbeit konnte ein cDNA-Klon aus einer Phagenbank 
isoliert werden, der ein antigenes Protein von Venturia inaequalis produziert. Die 
Sequenz des codierenden Gens konnte ermittelt werden. In weiteren Arbeiten 
sollte der Transkriptionsstart dieses Gens sowie die Promotorregion genauer 
untersucht werden. Weiterhin wäre es dann möglich, die Lokalisation und Aufgabe 
des Proteins in der Spore aufzuklären. Durch diese Versuche könnte letztendlich 
verifiziert werden, ob es sich bei dem Protein um ein Antigen auf der Spore 
handelt. In diesem Fall könnten mit Hilfe dieses Proteins hochspezifische und 
standardisierte Antikörper produziert und für einen Einsatz auf einem Pathochip 
optimiert werden. 
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5. Zusammenfassung  
Die hier vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines interdisziplinären Projekts 
durchgeführt. Ziel des Projektes war die Entwicklung eines Biosensors, der 
Ascosporen des Apfelschorferregers Venturia inaequalis detektieren kann. 
Es konnte gezeigt werden, dass ein Pathosensor eine sinnvolle Ergänzung 
moderner Schorfprognosemodelle werden könnte. In den Untersuchungsjahren 
2002 und 2003 führten die wettergestützten Modelle zu Fehlentscheidungen, die 
einerseits zu einer unnötig hohen Belastung der Umwelt führten und andererseits 
nicht die erwartete effiziente Schorfbehandlung ermöglichten. Die ermittelten 
Daten zur Freisetzung von Ascosporen zeigen deutlich, dass für eine sichere und 
umweltfreundliche Bekämpfung des Apfelschorferregers, Venturia inaequalis, 
Verbesserungen an den gängigen Prognosemodellen vorgenommen werden 
müssen.  
 
5.1 Sporengewinnung 
Für den Sensor wurden als selektive, biologische Schicht Antikörper gegen die 
Ascosporen von Venturia inaequalis benötigt. Die Immunisierung von Mäusen 
wurde mit hochreinen Ascosporen durchgeführt. Zunächst wurde ein Verfahren 
entwickelt, im „batch-Verfahren“ gewonnene Ascosporen von Venturia inaequalis 
mittels physikalischer Methoden aufzureinigen: Sieben, Dichtegradienten-
zentrifugation und Trennung über Anionentauschersäule. Allerdings gingen bei der 
Aufreinigung bis zu 80% der eingesetzten Sporen verloren und Veränderungen 
der Antigene konnten bei diesem Verfahren nicht ausgeschlossen werden. Daher 
wurden andere Aufreinigungsmethoden erprobt. 
Die Aufreinigung mit Concanavalin A beschichteten  Magnetobeads  war nicht 
selektiv genug, zeigt aber, dass dies ein möglicherweise sehr effektiver Weg sein 
könnte, wenn die Magnetkugeln mit spezifischen Antikörpern beschichtet würden.  
Tatsächlich wurden die in diesem Projekt benötigten hochreinen Sporen durch das 
natürliche Ausschleudern der Ascosporen aus infizierten Blättern gewonnen. Die 
Sporen wurden gegen einen Petrischalendeckel geschleudert, wo sie hängen 
blieben und abgewaschen wurden. Veränderungen an der Sporenoberfläche und 
den Antigenen waren bei dieser Methode unwahrscheinlich. 
.  
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5.2 Sporenfalle 
Für den Einsatz des Sensors wurde eine Sporenfalle benötigt, die Ascosporen von 
Venturia inaequalis aus der Luft fängt und in ein wässriges System überführt. 
Dazu konnte eine Sporenfalle entwickelt werden, die die für den Pathosensor 
nötigen Eigenschaften aufwies und erfolgreich getestet wurde.  
 
5.3 Oberflächenanalyse 
Eine Oberflächen- und Antigenanalyse war Voraussetzung für die Optimierung der 
Antikörper an die Ansprüche, die durch den Sensor gestellt wurden. Für die 
Oberflächenanalyse stand ein polyklonales Mausserum mit Antikörpern gegen 
Venturia inaequalis zur Verfügung. Die Behandlung der Sporen mit verschiedenen 
Enzymen zeigte unterschiedliche Eigenschaften der Antigene und der 
Sporenoberfläche auf. Ein Teil der im polyklonalen Mausserum enthaltenen 
Antikörper erkannte N-gebundene Zuckerketten von Glykoproteinen als Antigen. 
Die restlichen Antikörper interagierten mit Proteinen. Diese Proteine und 
Glykoproteine sind tief in der Zellwand verankert. Durch einen sukzessiven Abbau 
der äußeren Zellwandschichten der Ascosporen konnte gezeigt werden, dass die 
Sporen von einer detergenzlöslichen Schicht umgeben sind, die auf einer 
Glucanschicht aufgelagert ist. Unter der Glucanschicht befindet sich eine 
Celluloseschicht, die auf einer, mit tieferliegenden Schichten verwobenen 
Chitinschicht aufliegt. Die Form der Sporen wurde durch die Behandlungen nicht 
verändert. 
 
5.4 cDNA-screening 
Aus einer mycelischen cDNA-Bank von Venturia inaequalis konnte ein Gen 
identifiziert werden, das für ein 31 kDa Protein codiert, das mit dem Mausserum 
interagiert. Die Sequenz des Gens wurde bestimmt. Mittels PCR wurde das Gen 
aus der genomischen DNA isoliert und ebenfalls sequenziert. In dem Leserahmen 
liegen keine Introns vor.  
Die Aminosäuresequenz besitzt Ähnlichkeit zu Esterasen aus verschiedenen 
Eukaryonten. In kinetischen Untersuchungen konnte eine Esteraseaktivität des 
identifizierten Proteins nachgewiesen werden. Das Protein besitzt keine 
Cutinaseaktivität.  
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7. Anhang 
Die technischen Zeichnungen wurden, wenn nicht anders angegeben, von Dipl. 
Ing. Dipl. Wirtsch. Ing Franz Wolters nach Beendigung der Testphase angefertigt. 
  
Zeichnung 1 
 
 
Sporenbrett 
Material: Holz 
Maße in mm
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Zeichnung 2 
 
 
 
 
Gehäuse der Sporenfalle 
Material: Edelstahl 
Diese Zeichnung wurde von Günther Dauven, mech. Werkstatt Biologie 
angefertigt 
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Zeichnung 3 
 
Drehkopf  
Maßstab
Alle Teile aus nicht rostendem Stahl 

Anhang 177   
Zeichnung 4 
 
Kopf mit Windfahne 
Werkstoff Alu und VA Stahl 
Maßstab 1:4 und 1:1
Anhang 178   
 
Zeichnung 5 
 
Wasserstands-Niveauregler 
Werkstoff: Teflon, falls nicht anders angegeben 
Maßstab 1:1 
Anhang 179   
Zeichnung 6 
 
Unterdruckgehäuse 
Werkstoff: Teflon/Plexiglas, Metallteile VA-Stahl 
Maßstab 1:2; Details 1:1 
 
Anhang 180   
Tab. 16: Ergebnisse des Versuches zur optimierten Gewinnung von Pseudothecien und 
Ascosporen von Venturia inaequalis. Die Versuche wurden von Herrn Prof. Dr. Scheinpflug 
durchgeführt. R= reife Sporen; U= unreife Sporen, Asci vorhanden; I= bewachsen mit Pycnidien 
bildenden imperfekten Pilzen 
 
 
 
Tab. 17: Ergebnisse des Versuchs zur optimalen Gewinnung von Pseudothecien und Ascosporen 
von Venturia inaequalis. Die Versuche wurden von Herrn Prof. Dr. Scheinpflug durchgeführt. Es 
wurden dieselben Blätter wie in Tab. 16 untersucht. (F.) sind die Blätter aus der 
Februarauswertung und (M.) sind die Blätter der Märzauswertung aus Tabelle 16. R= reife Sporen; 
U= unreife Sporen, Asci vorhanden; I= bewachsen mit Pycnidien bildenden imperfekten Pilzen 
Boskoop Jonagold Golden Delicius  Sorte 
Lagerung Baum Boden Baum Boden Baum Boden 
April, Boden, frei, (F.)  + - R + - RJ ++ R +++ RU +++ R +++ R 
April, Boden, Seran (F.) ++ RU + RU +++ RUI ++ R ++++ R ++ R 
April, Boden, Seran+Papier (F.) ++ RU + RUI ++++ R + R ++ R ++ R 
April, Zaun, Seran (F.) - I - I + RUI + RUI + RU + RU 
April, Zaun, Seran, Papier (F.) + RUI ++ RU +++ RU ++ RU +++ RU + RU 
       
April, Boden, frei (M.) + R + R ++ RI + RI ++ R +++ R 
April, Boden, Seran (M.) + RU + R +++ R +++ R +++ R ++ R 
April, Boden, Seran+Papier (M.) + RU + RUI ++ R ++ RI +++ R + R 
April, Zaun, Seran (F.) - I - I + - RUI ++ RUI + RUI + RUI 
April, Zaun, Seran, Papier (F.) - I - I + R ++ R +++ RU ++ RU 
Boskoop Jonagold Golden Delicius                       Apfelsorte 
Lagerung Baum Boden Baum Boden Baum Boden 
Feb.; Boden; frei + - U + - U ++ U ++ U +++ UR +++ UR 
Feb.; Boden; Seran + - URI + - ++ URI ++ URI +++ UR +++ UR 
Feb.;Boden;Seran+Papier + URI +- UI +++ UR + UR +++ UR +++ UR 
Feb.; Zaun; Seran - - + U + U + - U + - U 
Febr.;Zaun;Seran+Papier - - ++ U + U + U + U 
       
März; Boden; frei + - UR +- UR + UR + UR ++ UR +++ URI 
März; Boden; Seran + URI +- UR ++ UR ++ URI +++ UR ++ UR 
März; Zaun; Seran + - U +- UI - I ++ UR +- URI + - URI 
März; Zaun;Seran+Papier - I - I + UR ++ UR ++ U + UR 
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